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RESUMEN 
Las plantas posen una serie de metabolitos con características antioxidantes que les 
confieren la capacidad de atenuar el estrés oxidativo generado por la peroxidación lipídica o 
por el desbalance antioxidante debido a la acción farmacológica de agentes externos como 
es el caso de la ciclofosfamida. En este estudio se evaluó el efecto del extracto etanólico de 
Vasconcellea pubescens (de nombre común “Papaya de monte”) sobre las características 
espermáticas en ratones tratados con ciclofosfamida y su efecto en el desarrollo de 
embriones preimplantacionales. Para tal propósitos se formaron cuatro grupos de ratones a 
los que se le suministró por vía oral durante 6 días por semana durante 6 semanas, los 
siguientes tratamientos: 1) agua destilada (control); 2) extracto de V. pubescens (300 
mg/kg); 3) ciclofosfamida (6 mg/kg); y 4) extracto de V. pubescens (300 mg/kg) conjugado a 
ciclofosfamida (6 mg/kg). No existe diferencia significativa (p >0.05) entre los tratamientos en 
el peso de epidídimos ni en la concentración espermática. Respecto al porcentaje de la 
movilidad espermática, disminuyó significativamente (p>0.05) en el grupo tratado con 
ciclofosfamida en relación al control, y el extracto de V. pubescens atenuó el efecto tóxico 
del fármaco. En la evaluación de los embriones en el cuarto día de desarrollo in vivo, en el 
tratamiento con extracto de V. pubescens conjugado a ciclofosfamida se obtuvo un mayor 
porcentaje de embriones detenidos en estadio de clivaje y un menor porcentaje de 
embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto (p<0.05). Asímismo, la calidad celular de 
los embriones obtenidos fue evaluada. El tratamiento con ciclofosfamida mostró un 
porcentaje menor de embriones con calidad celular óptima (p<0.05). Estos resultados 
indican que a la dosis suministrada, el extracto de V. pubescens tiene efecto inocuo en los 
parámetros espermáticos de ratones adultos; sin embargo, es posible que genere daños 
mínimos, los cuales se ven aumentados por la suministración de ciclofosfamida, retrasando 
el desarrollo embrionario. 
Palabras clave: Vasconcellea pubescens, Papaya de monte, ciclofosfamida. 
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ABSTRACT 
Plants have a number of metabolites with antioxidant properties that give them the ability to 
reduce oxidative stress generated by by lipid peroxidation or antioxidant imbalance due to 
the pharmacological action of external agents such as cyclophosphamide. This study 
evaluated the effect of the ethanolic extract of Vasconcellea pubescens (common name 
"Mountain papaya") on sperm characteristics in mice treated with cyclophosphamide and its 
effect on the development of preimplantation embryos. For such purposes four groups of 
mice was supplied orally for 6 days per week for 6 weeks, were formed following treatments: 
1) distilled water (control); 2) V. pubescens extract (300 mg / kg); 3) cyclophosphamide (6 
mg / kg); and 4) V. pubescens extract (300mg / kg) conjugated to cyclophosphamide (6 mg / 
kg). There is no significant difference (p> 0.05) between treatments in the weight of 
epididymis or the sperm count. Regarding the percentage of sperm motility, decreased 
significantly (p> 0.05) in the cyclophosphamide treatment in relation to the control group, and 
extract V. pubescenes attenuated the toxic effect of the drug. The embryos was evaluated at 
the fourth day of in vivo development, treatment with extract V. pubescens conjugated with 
cyclophosphamide arrested a higher percentage of embryos on cleavage stage and a lower 
percentage of embryos reached the stage blastocyst (p <0.05). The quality of cell embryos 
was evaluated also. Treatment with cyclophosphamide showed a lower percentage of 
embryos with optimal cell quality (p <0.05). These results indicate that the delivered dose, 
the extract of V. pubescens has harmless effect on sperm parameters in adult mice; 
however, it may generate minimal damage, which are increased by the administration of 
cyclophosphamide, delaying development embryonic. 
 
Key words: Vasconcellea pubescens, mountain papaya, cyclophosphamide 
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I. INTRODUCCIÓN 
La ciclofosfamida es un agente alquilante usado generalmente como fármaco o droga 
anticancerígena e inmunosupresora para el tratamiento de un amplio rango de 
enfermedades cancerígenas, trasplante de médula ósea y algunas enfermedades 
relacionadas al sistema inmune (Dollery, 1999); sin embargo, los tratamientos con el 
fármaco generan efectos secundarios contraproducentes debido a su amplio espectro 
celular, de los cuales la toxicidad reproductiva es conocida como el principal efecto 
adverso en humanos y animales (Anderson et al., 1955; Howell y Shalet, 1998).  
En la línea germinal masculina, la suministración de este fármaco ha ocasionado 
problemas en el desarrollo de una siguiente generación en modelos murinos (Trasler et 
al., 1986) y en humanos se ha descrito una aumentada incidencia de oligozoospermia y 
azoospermia (Charak et al., 1990; Kenney et al., 2001). Estos eventos estarían 
asociados a los diversos daños que genera el fármaco en el material genético de las 
células espermáticas ocasionando alteraciones en la espermatogénesis que trae como 
consecuencias la disminución de la calidad espermática; disminución de las tasas de 
fertilización y de clivaje embrionario (Sun et al., 1997; Lopes et al., 1998; Larson et al., 
2000; Morris et al., 2002), daño en la masa celular interna y en el trofoectodermo de 
embriones en estadio de blastocisto (Kelly et al.,1993). 
Los mecanismos específicos por los cuales la ciclofosfamida genera toxicidad no han 
sido esclarecidos; sin embargo, se sabe que altera el balance redox de los tejidos 
generando estrés oxidativo (Georgiou et al., 1987; Ahotupa y Huhtanieni, 1992). Este 
ambiente oxidante induce daño químico y modificaciones estructurales del ADN 
espermático nuclear así como daño a las proteínas y lípidos de las membranas 
plasmática y mitocondrial del espermatozoide, debido a ello es que las terapias para 
atenuar el daño espermático en este aspecto han sido enfocadas en el uso de 
compuestos moleculares que puedan neutralizar a los diversos agentes químicos que 
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generan el daño oxidativo. Aquellos compuestos neutralizantes han recibido el nombre 
de antioxidantes, los cuales han demostrado tener efectos positivos en la calidad 
espermática del varón. Las plantas por su naturaleza son una fuente importante de 
compuestos antioxidantes, los cuales pueden ser suministrados en la dieta alimenticia en 
forma de extractos vegetales, siendo así una terapia alternativa frente al daño inducido 
por ciclofosfamida; sin embargo, se han reportado muchas especies vegetales que como 
parte de su metabolismo poseen compuestos perjudiciales en la salud e incluso podrían 
interactuar con el fármaco y potenciar su efecto nocivo. 
En el Perú, debido a la biodiversidad vegetal existe una serie de plantas que aún no han 
sido estudiados es éstos aspectos debido a su poca difusión e importancia comercial 
mínima, uno de éstas especies es Vasconcellea pubescens (“papaya de monte”). Esta 
fruta nativa es una fuente importante de vitaminas, azúcares, materias gelificantes 
(pectinas), materias antioxidantes, ácidos orgánicos, componentes de aromas y sabores 
agradables (flavonoides). En un estudio evaluando distintas plantas peruanas se 
encontró que presenta una mayor proporción de compuestos fenólicos y mayor 
capacidad antioxidante que el tomate de árbol, aguaymanto y la tuna roja (Repo y 
Encina, 2008), mientras que anteriormente también se ha reportado un significativo 
contenido de vitamina C (Cruz, 1977; Vargas, 1987; Yagnam, 1998), razón por la cual el 
extracto de éste fruto sería candidato para terapia alternativa frente al daño inducido por 
ciclofosfamida. 
Estudios en modelos murinos han demostrado que el daño reproductivo inducido por 
ciclofosfamida ha logrado ser revertido cuando el fármaco ha sido suministrado en dosis 
crónica con una dieta de extractos de alimentos con capacidad antioxidante (Rezvanfar 
et al., 2008; Tripathi et al., 2012; Mohammadi et al., 2013; Aghaei et al., 2014); incluso 
ha sido reportado que el efecto atenuante de algunos extractos es superior al de 
vitamina E, un metabolito directo (Sabik y Abd, 2009).  
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En este estudio se usó extracto etanólico de la corteza de V. pubescens suministrado 
oralmente a ratones inducidos simultáneamente a daño reproductivo mediante la 
suministración oral de dosis crónica de ciclofosfamida por 35 días, el efecto atenuante 
fue evaluado en parámetros espermáticos como la movilidad y concentración 
espermática, además de ello, los ratones inducidos a daño fueron cruzados con ratones 
hembras previamente estimuladas hormonalmente a ciclo estro para evaluar la 
repercusión del daño espermático en los embriones preimplantacionales.  
De ser así, el uso del extracto de V. pubescens como terapia alternativa podría ser 
usado en diversos pacientes expuestos al fármaco ya que en la actualidad las técnicas 
de reproducción para conservar la fertilidad del varón antes de un tratamiento que 
involucre el daño reproductivo no resultan accesibles a toda la población. Por otro lado, 
es importante establecer si el consumo de este fruto podría tener efectos negativos 
sobre la fertilidad masculina según los parámetros evaluados en este estudio. Estos 
puntos son importantes para la valorización comercial y biológica de papaya de monte 
en nuestro país, fomentando así su explotación por la industria para elaborar productos 
novedosos y competitivos en el mercado que beneficiarán económicamente al poblador 
andino involucrado en su cultivo. 
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II. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Ciclofosfamida, uso terapéutico y efectos secundarios  
 
2.1.1 Ciclofosfamida como agente terapéutico 
La ciclofosfamida es un fármaco antitumoral miembro del grupo de las oxazoforinas junto a 
otras drogas como la ifosfamida y trofosfamida (Sladek, 1988), pero destaca entre ellas por 
ser la única que requiere activación a un metabolito alquilante (Bagley et al., 1973). Su 
fórmula química es C7H15Cl2N2O2P (Isabella et al., 1977) y en la práctica clínica ha sido 
usada desde el año 1958 (Moore, 1991). Los primeros tratamientos contra tumores 
humanos iniciaron con el uso de compuestos denominados mostazas nitrogenadas 
(Rhoads, 1946), los cuales tienen un alto grado de reactividad y toxicidad para células 
neoplásicas y normales, por lo que el daño se extendía hacia tejidos sanos, de manera que 
había que crear un fármaco que sea llevado hasta las células cancerígenas y que luego sea 
activado para permitir selectividad y especificidad. Es así que se crea la ciclofosfamida como 
un profármaco que podría ser activado por una enzima presente en altos niveles en las 
células cancerígenas denominada fosforamidasa (Moore, 1991). A pesar que esta 
especificidad no ha sido del todo demostrada, la acción del fármaco ha resultado más 
efectiva contra células en proliferación constante que contra células que no están en ciclo 
celular (Bruce et al., 1966) es por ello que la ciclofosfamida es considerado como el principal 
agente terapéutico antitumoral. 
 
Figura 1. Composición química de la ciclofosfamida 
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La ciclofosfamida es usada para el tratamiento de un amplio rango de enfermedades 
cancerígenas como la leucemia aguda y crónica, mieloma múltiple, linfomas, artritis 
reumática (Dollery, 1999), neuroblastoma, cáncer de ovario, retinoblastomas, cáncer de 
mama (Moore, 1991), tumores germinales (Slayton et al, 1979), pequeños cánceres 
celulares del pulmón (Feld et al., 1981) y sarcomas (Yap et al., 1980). Cuando es 
suministrado en bajas dosis actúa como un antiangiogénico o como un agente 
inmunoestimulador en combinación con otras inmunoterapias (Loeffler et al., 2005; Pietras et 
al., 2005). Además de su efecto antitumoral tiene efecto inmunosupresivo, es por ello que es 
usado para la movilización de células madre hematopoiéticas de la médula ósea en la 
sangre periférica (Karanth et al., 2004; Loeffler et al., 2005) y para evitar el rechazo de 
injertos tras el  transplante renal, hepático y cardíaco (Anderson et al., 1995); podría ser 
utilizado también en el tratamiento de trastornos autoinmunes tales como la granulomatosis 
de Wegener, la artritis reumatoide, lupus eritromatoso y síndrome nefrótico (Fontanals et al., 
2007); sin embargo, la inespecificidad de acción celular del fármaco ha sido una limitante 
pues cuenta con una serie de efectos secundarios adversos para la salud. 
2.1.2 Efectos secundarios de la ciclofosfamida en humanos 
Desde su introducción en el campo anticancerígeno, la ciclofosfamida ha resultado ser el 
fármaco más empleado con éxito terapéutico, por lo que el número de personas 
sobrevivientes a estos tratamientos ha aumentado significantemente. Muchos de ellos han 
mostrado efectos secundarios contraproducentes en distintos tejidos independientemente 
del cáncer que hayan adquirido, más bien están relacionados al tiempo y dosis de 
suministración del fármaco, es por ello que se requiere un monitoreo de las dosis por 
paciente para reducirla o descontinuarla en caso sea necesario (Brummaier et al., 2013).  
El perfil tóxico en función de la dosis de ciclofosfamida varía ampliamente dependiendo de la 
indicación clínica. La dosis pueden ser divididas en: dosis baja: 1-3 mg/kg usualmente 
administrada diariamente vía oral; dosis intermedia: 15 – 40 mg/kg usualmente administrada 
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intravenosamente cada 3 – 4 semanas; y dosis alta: >120 mg/kg comúnmente administrada 
2 o 4 días dependiendo del índice de masa corporal (IMC) (Emadi et al., 2009). Los dosajes 
bajos a intermedios tienden a tener pocos efectos tóxicos agudos; sin embargo, su uso 
prolongado (>6 meses) podría resultar en toxicidad crónica sustancial (Brodsky et al., 2004; 
Dussan et al., 2008).  
En humanos se ha observado una serie de síntomas secundarios recurrentes en pacientes 
tratados a ciclofosfamida con distintos tipos de protocolo de tratamiento; sin embargo, estos 
eventos podrían estar relacionados a otros factores como la resistencia genética de cada 
organismo además del tipo de alimentación de cada paciente. La ciclofosfamida afecta 
poblaciones celulares en división como el epitelio gástrico, la médula ósea y células 
testiculares (Baume et al., 1963, Li et al., 2006; de Jong et al., 2007; Zhang et al., 2007). En 
neoplasias hematológicas existe una relación entre dosis altas del fármaco con 
perimiocardipatía (Gottdiener et al., 1981) y  supresión de la médula ósea que resulta en 
granulocitopenia, trombocitopenia y anemia; potencialmente también podría generarse un 
cuadro de cistitis hemorrágica (Fernbach, 1967). En el epitelio pulmonar los daños se han 
manifestado clínicamente en disnea, fiebre, tos, infiltrados parenquimatosos en los 
pulmones, anormalidades en el intercambio de gases respiratorios y engrosamiento pleural 
en la radiografía del tórax (Malik et al., 1996). En mujeres se han visto varios niveles de 
disfunción ovárica como amenorrea y fallo ovárico prematuro (Koyama et al., 1977). Otros 
efectos secundarios contraproducentes además de los mencionados han sido reportados, 
tales como enfermedades  crónicas inflamatorias y autoinmunes (Ekbom et al., 1990), artritis 
reumatoide (Gridley et al., 1993), lupus eritromatoso sistémico (Mellemkjaer et al., 1997), 
síndrome de Sjogren (Dis et al., 1995), sarcoidosis (Askling et al., 1999) y enfermedades 
abdominales (Holmes et al, 1989). Los protocolos anticancerígenos usando ciclofosfamida 
han demostrado también que existe un alto riesgo de contraer otros tipos de cánceres que 
incluye cáncer de la vejiga urinaria y cánceres del sistema hematopoiético (Talar et al., 
1996). Todas las complicaciones mencionadas son producto de la activación del fármaco, 
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etapa en que se convierte en un metabolito con acción tóxica en diversas poblaciones 
celulares. 
2.1.3 Mecanismo de acción de la ciclofosfamida 
La activación de la ciclofosfamida a un agente antitumoral se da en el hígado por las 
enzimas microsomales del sistema oxidasa de función mixta (sistema enzimático P450, 
CYP450), especialmente CYP450 2B (Connors et al., 1974) formándose de manera 
inmediata la 4-hidroxiciclofosfamida, un metabolito que rápidamente se difunde a las células 
para convertirse espontáneamente en mostaza de fosfaramida (Alarcon et al., 1971; 
Connors et al., 1974; Voelcker et al., 1974; Friedman et al., 1976) liberando una molécula de 
acroleína, un aldehído altamente reactivo que se cree aumenta  el daño celular (Alarcon y 
Meienhofer,1971; Connors et al, 1974) por depleción del glutatión celular. Por su parte, la 
mostaza de fosfaramida es un metabolito alquilante bifuncional responsable de la actividad 
biológica del fármaco. Como todas las mostazas de nitrógeno, la ciclofosfamida actúa a 
través de la pérdida de un átomo de cloro formando un reactivo intermediario cargado 
positivamente que se une irreversiblemente a un sitio nucleofílico (alquilación). La 
ciclofosfamida tiene dos grupos cloroetilos y es capaz de formar productos alquilados con 2 
sitios nucleofílicos. A pesar que el fármaco activado está en capacidad de alquilar una 
variedad de macromoléculas, es generalmente asumido que el ADN constituye el target 
crítico en términos de citotoxicidad de éstos agentes (Mirkes, 1985). Ésta hipótesis está 
basada en que el ADN  contiene targets electrónicamente ricos para la alquilación tales 
como oxígeno, átomos de nitrógeno de purinas y pirimidinas, así como oxígenos fosforilos 
del azúcar fosfato (Singer, 1975), además ha sido demostrado que las mostazas 
fosfaramida alquilan fácilmente la posición N7 de guanosina y deoxiguanosina, dos residuos 
de guanina (Mehta et al., 1980), de manera que esa función bialquilante generará 
entrecruzamiento entre las cadenas de ADN, esto puede llevar a que las cadenas se 
rompan o a generar mutaciones que imposibilitarán el adecuado desarrollo de la replicación 
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del material genético, desarrollándose otras células anómalas o desencadenando la muerte 
celular. 
2.2 Toxicidad reproductiva de la ciclofosfamida 
 
2.2.1 Toxicidad reproductiva de la ciclofosfamida en humanos 
El uso de ciclofosfamida como agente anticancerígeno se inicia desde el año 1955  
(Karnofsky, 1955) y hasta el año 1987 se reportaba que 12 enfermedades podían ser 
contrarrestadas con protocolos usando agentes alquilantes (Krakoff, 1987), por tal motivo, 
debido al aumento de su uso, y a que una cantidad considerable de pacientes lograban 
sobrevivir al tratamiento, los efectos secundarios fueron tomados con mayor interés pues 
resultaban ser tóxicos para diversos tejidos. Pacientes expuestos a ciclofosfamida 
presentaban daños en el epitelio germinal en sus biopsias testiculares, estos daños son 
contraproducente para la fisiología reproductiva pues recaen directamente en el proceso 
espermatogénico  (Lentz et al., 1977;Lendon et al., 1978; Shalet et al., 1981) afectando los 
parámetros espermáticos que se traducen en la disminución del potencial fértil del varón; sin 
embargo, otros estudios sugieren que el daño gonadal puede ser revertido en el tiempo y 
que es dependiente de la dosis (Buchanan et al., 1975; Watson et al., 1985; Meistrich et al., 
1992), aunque todavía resulta ser una afirmación controversial debido a las respuestas que 
puede tener cada varón frente al tratamiento con ciclofosfamida. El conocimiento de las 
dosis de toxicidad son importantes para lograr el éxito del tratamiento evitando lo menor 
posible tener efectos contraproducentes, por ello en diversos estudios donde se usó 
ciclofosfamida se determinaron diversas dosis acumulativas que inducían efectos negativos 
en la fisiología reproductiva masculina. Lenz et al. (1977) demostraron que una dosis total 
de ciclofosfamida mayor a 365 mg/kg frecuentemente altera la espermatogénesis, en otro 
estudio se  determinó que la azoospermia se induce a partir de una dosis acumulativa de 18 
gramos de ciclofosfamida (Chapman, 1983). En infantes se ha demostrado que el riesgo de 
infertilidad fue mayor cuando se usan grandes dosis de ciclofosfamida (>25 g/m2), mientras 
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que pacientes que reciben menor dosis (7.5 g/m2) han preservado la función gonadal 
(Kenney et al., 2001). 
 El principal parámetro afectado por la suministración de ciclofosfamida es la disminución del 
conteo espermático, este daño ha sido reportado por varios autores e incluso en casos 
extremos los varones llegan a ser diagnosticados como azoospérmicos con una incidencia 
de 58% - 60% tanto en jóvenes (Kenney et al., 2001) como en adultos (Shamberger et al., 
1981; Meistrich et al., 1992), además de ello Lentz et al. (1977) demostraron que el 52% de 
niños azoospérmicos mantuvieron esta condición en edad adulta, y este riesgo aumenta a 
medida que aumenta la dosis de suminstración del fármaco. Estos resultados se asocian a 
los daños en el epitelio germinal, ya que es una constante que en diversos estudios 
relacionados a disminución del conteo espermático se observe disminución del tamaño 
testicular, además existe una marcada asociación entre la azoospermia con el incremento 
de la hormona folículo estimulante (FSH) en pacientes sometidos a quimioterapia con 
ciclofosfamida (Masala et al., 1997; Petersen et al., 1998). 
2.2.2 Toxicidad reproductiva de ciclofosfamida en murinos 
Los modelos murinos son una buena alternativa para el estudio toxicológico de 
enfermedades humanas principalmente porque permiten controlar las variables 
experimentales. Hasta la actualidad existe una gran cantidad de estudios usando 
ciclofosfamida en  modelos murinos y muchos de ellos están contextualizados en el campo 
de la toxicidad reproductiva masculina. 
El daño a nivel testicular causado por ciclofosfamida ha sido reportado en diversos estudios. 
Usando dosis crónicas distintas del fármaco se ha observado disminución en el peso de los 
órganos reproductivos (Das et al., 2002) y alteraciones histológicas en el testículo y el 
epidídimo (Anderson et al., 1995; Meistrich et al., 1995; Kaur et al., 1997). En otros estudios 
usando distintos protocolos de administración del fármaco se observó una  reducción 
histopatológica en el tamaño y número de túbulos seminíferos, túbulos seminíferos  
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irregulares, fibrosis perivascular y hialinización del tejido intertubular (Kaur et al., 1997; 
Ghosh et al., 2002; Elangovan et al., 2006; Vaisheva et al., 2007; Tripathi y Jena, 2008). A 
nivel de producción de las hormonas responsables de la fisiología reproductiva el 
tratamiento en dosis terapéutica en ratas resultó en la inhibición de la esteroideogénesis 
gonadal (Ghosh et al., 2002), además de ello, el decrecimiento de LH, FSH y testosterona 
también ha sido reportado (Elangovan et al., 1986) 
La toxicidad en las células germinales se ha evidenciado de diversas formas. El principal 
efecto tóxico es la disminución del recuento espermático (Kaur et al., 1997; Elangovan et al, 
2006), esto estaría ligado a la disminución del peso del testículo producto de la destrucción 
de las células madre espermatogoniales por acción de la ciclofosfamida, pues debido a que 
que este tipo de células tiene una división celular activa se hace propensa al daño por el 
fármaco. La disminución de la movilidad y viabilidad espermática también ha sido 
demostrada usando diferentes tratamientos del fármaco (Kaur et al., 1997). La disminución 
de la movilidad podría ser explicado por el decrecimiento de la actividad enzimática de las 
enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Selvakumar et al., 2005)  que repercute en la 
formación de energía producto del metabolismo. 
En cuanto a la morfología espermática se ha observado anomalías principalmente  en la 
región de la pieza media del flagelo (Kaur et al., 1997). Se asume que estos problemas 
derivan de espermatogénesis anómalas, debido a los diversos daños provocados en todo el 
epitelio reproductivo, pues una inyección de una única dosis de ciclofosfamida durante el 
desarrollo de espermatocitos resulta en traslocaciones heredables (Sotomayor y Cumming, 
1975) y una incrementada incidencia de micronúcleos (Lahdetie, 1983; Tates, 1992), efectos 
producidos por los metabolitos activos del fármaco. El daño en el material genético podría 
ser también una de las explicaciones a ese problema. Se ha demostrado que el fármaco 
daña el ADN durante la espermatogénesis, específicamente el daño ocurre antes del estadio 
de paquiteno de la meiosis (Schimenti et al., 1997) además de ello la estructura de la 
cromatina espermática y la composición de las proteínas básicas de la cabeza espermática 
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en ratas han mostrado anomalías (Codrington et al., 2007), esto genera problemas en la 
maduración que podrían repercutir en la vulnerabilidad del material genético. 
2.2.3 Toxicidad embrionaria en exposición paternal de ciclofosfamida  
Los efectos de ciclofosfamida en el material genético de los espermatozoides son 
extendidos como tal hacia el embrión, luego de activarse el genoma paternal producto de la 
fusión con el material genético del ovocito. A pesar que ha sido ampliamente demostrado 
que el ovocito posee una serie de mecanismos para contrarrestar los daños del material 
genético paternal en el embrión, se ha visto que la ciclofosfamida ha logrado saltar esa 
barrera y por lo tanto alterar el desarrollo embrionario de diferentes maneras.  
Existen distintos protocolos en modelos murinos  para estudiar los efectos negativos de la 
ciclofosfamida; sin embargo, el daño en la progenie ha sido demostrado exclusivamente 
cuando se suministra al animal con una dosis crónica baja de ciclofosfamida sin afectar el 
potencial fértil del animal, además de ello, la pérdida de embriones post implantacionales 
resulta incrementada en función de del tiempo y dosis del fármaco sin un mayor efecto en el 
sistema reproductivo (Trasler et al., 1985, 1986, 1987), es decir las dosis crónicas bajas no 
generan problemas de infertilidad a nivel espermático pero sí las alteraciones son 
transmitidas a los embriones formados manifestándose los problemas de diversas formas. 
En ratas machos usando el protocolo de dosis crónica baja se ha observado pérdida 
embrionaria peri-implantacional (Austin et al., 1994), incrementos de pérdida embrionaria 
postimplantacional y, déficits y malformaciones fetales (Auroux et al., 1990; Higuchi et al., 
1995). El programiento epigenético en la estructura y función de la cromatina del embrión 
formado también se ha visto alterado (Barton et al., 2005). En embriones en estadio de una 
célula se ha encontrado una asociación entre las alteraciones en los perfiles de expresión de 
los genes involucrados en la reparación de ADN y el daño generado por la ciclofosfamida en 
el ADN espermático (Harrouk et al., 2000). En ratas se ha demostrado que la exposición 
paternal del fármaco temporal y espacialmente desregula la activación genética zigótica 
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alterando el inicio de activación que normalmente ocurre en el estadio de 2 células (Harrowk 
et al, 2000a). En los embriones en estadio de clivaje se ha observado decrecimiento en la 
proliferación celular, patrones de división celular lenta, reducción en el número de 
blastómeras y reducción de contacto celular entre las mismas (Austin et al., 1994; Harrowk 
et al, 2000b). En estadio de blastocisto Kelly et al. (1992) han demostrado que el tratamiento 
a dosis crónica afecta los genes paternales requeridos específicamente para el desarrollo de 
la masa celular interna y retarda los sitios de implantación, a pesar de ello no reportan daños 
en los genes requeridos para el desarrollo normal del trofoectodermo; sin embargo, esto 
resulta controversial ya que otros estudios han demostrado lo contrario. A nivel de la 
impronta genómica se afecta el programiento epigenético en la estructura y función de la 
cromatina del embrión formado (Barton et al., 2005). 
2.2.4 Estrés oxidativo generado por la ciclofosfamida sobre la fisiología espermática 
El mecanismo específico por el cual la ciclofosfamida genera daño reproductivo no ha sido 
determinado; sin embargo, es de suponer que el tejido testicular resulta afectado debido a 
que las células espermatogoniales están en constante división y la ciclofosfamida tiene 
cierta especificidad por poblaciones celulares con ciclo celular activo. 
Diversos autores han coincidido en que la posible explicación del daño de ciclofosfamida en 
la fisiología reproductiva es generada por el aumento de la producción de especies reactivas 
de oxígeno (EROs), sugiriendo que el daño bioquímico y fisiológico generado resultaría del 
estrés oxidativo (Das et al., 2002; Ghosh et al., 2002; Manda y Bhatia, 2003). Existen 
diversos sistemas enzimáticos y no enzimáticos que pueden proteger el entorno celular de 
las EROs en determinados niveles; sin embargo, cuando la producción de ellas aumenta se 
hace insuficiente la producción de compuestos antioxidantes lo que generaría diversos 
daños a nivel celular. El exceso de EROs toma lugar en reacciones específicas y no 
específicas con componente celulares cercanos tales como lípidos insaturados, proteínas y 
ADN alterando así los procesos celulares (Gharagozloo y Aitken, 2011). 
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En el espermatozoide el principal problema generado por los EROs es el daño hacia el 
material genético, que repercute en distintos eventos involucrados en la producción 
espermática generando distintos tipos de anormalidades e incluso haciendo a los 
espermatozoides incapaces de poder generar un embrión sano al fusionarse con el ovocito. 
El daño generado por el fármaco depende del grado y especificidad sobre al ADN y la 
capacidad de reparación que tiene la célula durante varios estadios de la espermatogénesis. 
Existen unos pocos estudios donde se ha encontrado que los niveles de expresión de los 
genes involucrados en la reparación del ADN van descendiendo conforme avance la 
espermatogénesis, por lo que el ADN también se hace más susceptible al daño por EROs 
(Harrowk et al., 2000c) 
La alta oxidación espermática también está asociada a anomalías en la maduración 
espermática, pues la acción alquilante sobre el ADN también puede ser extendida hacia las 
protaminas (Sega y Owens, 1983), esto generaría protaminas anómalas y el bloqueo de la 
formación de puentes disulfuro, importantes para la compactación del ADN, lo que limitaría 
la capacidad fertilizante y la capacidad de desarrollar un embrión íntegramente sano. 
Estos daños generados al ADN y la susceptibilidad de aumentar el grado de daño debido a 
que no se logró el condensamiento total de la cromatina pueden ser transmitidos a la 
progenie cuando el espermatozoide fecunda el óvulo; sin embargo, la complejidad y la 
necesidad de generar un embrión viable ha hecho que evolutivamente el ovocito posea la 
capacidad de reparar el daño a la cromatina en ciertos niveles, pero cuando el daño  es 
severo trae como consecuencias un desarrollo embrionario anormal (Hwang et al., 1997), 
pérdida de embarazo, defectos en el nacimiento o morbidad en la vida futura (Ji et al., 
1997; Sun et al., 1997). Esto ha sido supuesto debido a que varios estudios han encontrado 
una asociación entre los grandes niveles del año al ADN con bajas tasas de concepción 
natural, inseminación intrauterina o fertilización In vitro (Zini y Libman, 2006; Zini y Sigman, 
2009). 
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También se ha determinado toxicidad de las EROs sobre la membrana plasmática del 
espermatozoide. Los lípidos que conforman la membrana celular se encuentran en forma de 
ácidos grasos poliinsaturados, con el incremento del estrés oxidativo se induce la 
peroxidación lipídica destruyendo los lípidos de las membranas celulares, éstos eventos han 
sido asociados con pérdidas de ATP intracelular originando daños en el axonema, 
disminución de la viabilidad espermática e incremento de defectos morfológicos en la pieza 
media (Türk et al., 2007). De la misma manera que las EROs actúan en la membrana 
espermática también lo hacen en la membrana mitocondrial ya que poseen naturaleza 
similar, lo que demuestra lo perjudicial que resulta ser el fármaco para diversos parámetros 
espermáticos. 
 
2.3 Fuentes vegetales, efectos benéficos y tóxicos 
 
2.3.1 Compuestos antioxidantes en plantas con efectos benéficos 
Según Arouma (2003), un compuesto es considerado a ser antioxidante cuando se 
encuentra en menor concentración que compuestos oxidables tales como proteínas, ADN, 
ácidos grasos poliinsaturados y carbohidratos, pues a bajas concentraciones pueden 
prevenir o retrasar la oxidación del sustrato. Las plantas han sido consideradas una 
importante fuente exógena de antioxidantes, pues poseen una serie de compuestos que 
gracias a su naturaleza química estarían involucrados en la neutralización de las EROs. 
Entre aquellos compuestos se tienen a las vitaminas, los compuestos polifenólicos, 
flavonoides, carotenos, el ácido gálico, taninos y aceites escenciales los cuales han sido 
reconocidos como mejores que los antioxidantes sintéticos debido a su baja toxicidad 
(Gupta and Sharma 2006; Nagulendran et al. 2007; Sen et al. 2010). 
Entre las vitaminas más importantes en el aspecto antioxidante se tienen al tocoferol 
(vitamina E) y al ácido ascórbico (vitamina C). La vitamina E retrasa la peroxidación lipídica 
reaccionando con los radicales peroxilos que propagan la reacción en cadena antes que 
reaccionen con las proteínas o los ácidos grasos, esto se da debido a su capacidad para 
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donar su hidrógeno fenólico a los radicales libres de los lípidos (Pokomy, 1987; Burton e 
Ingold, 1981, 1986, 1988, 1989). Ha sido sugerido que el ácido ascórbico actúa 
sinérgicamente con el tocoferol regenerando los radicales tocoferiles al reducir los radicales 
fenoxilos de este último (Yen et al., 2002; Arouma, 2003) además su principal acción 
antioxidante radica en la neutralización de los radicales peroxilos y reduce o previene la 
peroxidación lipídica inducida por H2O2 y la formación de OH-deoxiguanosina (Retsky y Frei, 
1995; Tsou et al., 1996). Aún más su capacidad antioxidante se ve favorecida por el hecho 
que el radical dehidroascorbato es mucho menos reactivo que muchos de los radicales que 
pueden ser neutralizados por el ascorbato (Arouma, 2003). 
Los compuestos fenólicos son aquellos que poseen uno o más grupos fenoles en su 
estructura química. Los fenoles son sintetizados de novo por las plantas y son regulados 
genéticamente, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel también 
existen factores ambientales y su presencia en el reino animal se debe a la ingestión de 
éstas (Creus, 2004). Son usados en comidas, cosméticos y preparaciones faramacéuticas y 
se caracterizan por donar un electrón o un átomo de hidrógeno a un radical peroxilo o alcoxi 
para detener la cadena de reacción de la peroxidación lipídica o para generar otro 
compuesto fenólico que puede quelar un metal de transición pro-oxidante, debido a ellos es 
que a estos tipos de compuestos se le atribuye esa capacidad antioxidante (Arouma, 2003). 
Los flavonoides, un tipo de compuesto fenólico con mayor abundancia, pertenecen al grupo 
de los polifenoles y están ampliamente distribuidos en los vegetales. Poseen diferentes 
funciones metabólicas pero entre ellas destaca su capacidad como antioxidante. Los 
flavones y catequinas son los más poderosos flavonoides que actúan contra las EROs. 
Poseen un grupo hidroxilo altamente reactivo que se une a los radicales libres de EROs 
generando compuestos más estables y menos reactivos, los principales flavonoides que 
realizan esta función son la epicatequina y rutina (Hanasaki et al., 1994). Otros como la 
quercetina y la silibina interfieren con la actividad óxido nítrico sintasa inducida e inhibien la 
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actividad xantina oxidasa y muchos de ellos tienen actividad quelante e inhiben las 
reacciones inflamatorias (Nijveldt et al., 2001) 
Los carotenos químicamente no son antioxidantes que rompen la cadena de reacción, pero 
su capacidad para neutralizar los oxígenos únicos sugiere diferentes mecanismos de 
reacción. Según Mortensen (2002) los carotenoides reaccionan con los radicales peróxidos 
y son ligeramente más reactivos que los radicales peroxilos  lipídicos y su modo de acción 
no es por transferencia de electrones ni por abstracción átomo de hidrógeno, sino por 
formación de aductos. 
2.3.2 Fuentes vegetales con efectos tóxicos 
 Los metabolitos secundarios de las plantas por su naturaleza han mostrado como principal 
característica su capacidad antioxidante; sin embargo, hay evidencia de que muchos 
organismos vegetales resultan ser perjudiciales para la salud, probablemente por algún 
compuesto que le ha conferido esta característica y que ha minimizado los efectos benéficos 
de los antioxidantes. En la práctica veterinaria se ha podido detectar plantas que tienen 
repercusión negativa en la salud debido al consumo de plantas silvestres por parte de los 
animales (Colegate & Dorling, 1994; D’Mello, 1997; Cheeke, 1998), se han detectado 
compuestos como taninos los cuales resultan inocuos dentro del tracto gastrointestinal; sin 
embargo, los productos de degradación de taninos hidrolizables pueden ser tóxicos y causar 
toxicidad. Los taninos podrían también inhibir la actividad de enzimas digestivas y afectar la 
permeabilidad del intestino, causando disminución del pasaje de nutrientes a través de la 
pared intestinal (Walton et al. 2001), además de ello en algunos casos dependiendo de la 
concentración de taninos podría traer efectos benéficos en la flora intestinal como se ha 
visto en el caso de rumiantes (Acamovic & Stewart, 2000; Bento et al. 2005). De manera 
similar otros aceites escenciales han mostrado efecto bactericida y podrían ser usados como 
control microbiológico a nivel intestinal o en la agricultura. 
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Otros casos en donde se ha logrado identificar plantas con efecto tóxico es cuando se 
consumen plantas accidentalmente, por ejemplo en la preparación de infusiones con plantas 
silvestres tales como Casearia sylvestris, Cordia coffeoides, Mucuna pluricostato y Cassia 
occidentalis, las cuales han derivado en cuadros de intoxicación (Rates, 2001). Una planta 
conocida como chancapiedra por sus propiedades diuréticas ha sido comúnmente 
confundida con especies del género Euforbia, los cuales poseen efectos tóxicos (Rates, 
2001). Existen plantas también con actividad promotora de tumores como E. tirucalli que en 
regiones de África y China se ha demostrado una correlación de su distribucion con la 
incidencia del linfoma de Burkitt y el carcinoma nasofaríngeo (Osato et al., 1987) 
Muchas plantas pueden ser tóxicas para varios órganos a la vez. El “paraíso” (Melia 
azedarach L.) por ejemplo, posee sustancias que causan un cuadro de deshidratación y 
diarrea, acompañado de sintomatología nerviosa, con tremores musculares, ataxia, falla 
respiratoria, coma y muerte (Hare et al, 1997). Otra planta de amplia distribución como la 
“ortiga” (Urtica dioica L.) posee estructuras que actúan como verdaderas agujas 
hipodérmicas, las que contienen sustancias farmacológicamente activas, responsables del 
efecto urticante (Zeinsteger y Gumi, 2004). 
En otros casos algunas plantas inocuas han mostrado toxicidad al interactuar con otros 
fármacos, por ejemplo plantas ricas en tiramina, una feniletilamina encontrada en diversos 
productos, los cuales pueden ser responsables de accidentes hipertensivos en pacientes 
tratados con inhibidores de oxidasas monoaminas, entre estas plantas se tienen a 
Portulacca spp, Phoradendron spp y Psittacanthus spp (Rate, 2001). 
La complejidad del metabolismo de las plantas ha mostrado tener una serie de compuestos 
que deben ser investigados por la ciencia para el beneficio aplicativo de la población. Los 
casos mencionados son ejemplos que respresentan un pequeño número de la gran cantidad 
de otras plantas con efectos tóxicos, algunas con mayor o menor distribución en distintas 
regiones. Es importante el reconocimiento de estas plantas pues muchas especies 
18 
 
endémicas están siendo consumidas por las poblaciones locales ignorando los efectos a 
largo plazo que podrían conllevar. 
2.4 Uso de extractos vegetales y su repercusión en la fisiología reproductiva 
El uso de suplementos alimenticios de origen natural ha tomado importancia en los últimos 
años. El consumo de organismos vegetales a través del conocimiento empírico ha mostrado 
diversos efectos en el ámbito reproductivo debido a ciertos metabolitos procedentes del 
metabolismo secundario. Éstos compuestos pueden ser agregados como suplementos en 
las dietas, pero para ello, los compuestos útiles deberán ser concentrados al máximo, esto 
se ha logrado gracias a la preparación de extractos vegetales; sin embargo, a pesar de la 
abundancia de compuestos antioxidantes benéficos para la salud, lo cuales podrían atenuar 
el daño generado por ciclofosfamida, algunos otros metabolitos podrían generar daños 
específicos aumentando el poder tóxico del fármaco (Liu et al., 1987; Mandal y Das, 2010). 
2.4.1 Preparación de extractos vegetales  
Las propiedades terapéuticas de las plantas han sido usadas desde tiempos remotos contra 
diversos problemas de salud de manera empírica. La industria farmacéutica ha usado las 
plantas como fuente de nuevas moléculas con efectos farmacológicos, de manera que ha 
sido necesario poder concentrar los componentes activos para que puedan ser 
suministrados como aditivos en alimentos, cosméticos, productos farmacéuticos, etc., cuyo 
producto final recibe el nombre de extracto. El proceso de extracción consiste en incorporar 
las sustancias activas de una planta a un solvente, que generalmente suele ser agua o 
algún solvente orgánico; se puede realizar en frío o en caliente, y el producto resultante 
puede ser una solución concentrada o espesa en función de la sustancia de origen, o 
espesarse por propio interés en base a la aplicación que se le vaya a dar (Gonzales, 2004). 
La utilización y beneficio del extracto depende del principio activo que se obtenga, éstos 
principios se clasifican en productos del metabolismo primario y secundario. Los primeros 
refieren a los productos de los procesos químicos que intervienen en forma directa en la 
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supervivencia, crecimiento y reproducción de la planta tales como glúcidos, lípidos y 
proteínas. Los productos del metabolismo secundario no son esenciales para el 
metabolismo sino que son sintetizados como defensa, adaptación, etc. Se piensa que son 
residuos metabólicos de la planta pero son los más importantes como principios activos. Los 
productos del metabolismo secundario son en general heterósidos como los 
antraquinónicos, cardiotónicos, cianógenos, cumarínicos, fenólicos, falvónicos, 
ranunculósidos, saponósidos, sulfurados, etc; polifenoles como ácidos fenólicos,  cumarinas, 
flavonoides, lignanos, taninos, quinonas; terpenoides como aceites esenciales, iridoides, 
lactonas, diterpenos, saponinas; y alcaloides (De la Vega, 2013). El proceso de extracción 
de cada uno de estos compuestos depende del tipo de solvente a utilizar y de las 
necesidades tanto técnicas como económicas con que se cuenten (Gonzales, 2004). Los 
disolventes más utilizados son los hidrocarburos alifáticos: éter de petróleo, hexano, y 
también propano o butano líquido (a presión). Aunque el benceno es un buen disolvente, su 
toxicidad limita cada vez más su utilización. Igualmente, se ha recurrido a disolventes 
halogenados y al etanol. También se utilizan otros solventes como soluciones ácidas o 
alcalinas para la extracción selectiva de algunos compuestos, sin embargo se debe tener 
precaución con el pH de las mezclas para prevenir hidrólisis o reordenamiento de 
compuestos sensibles (Gonzales, 2004). Le elección del solvente depende además del tipo 
de activo que se pretenda obtener, por ejemplo, cuando se usa aceite como solvente se 
suele obtener activos liposolubles como carotenoides, tocoferoles y compuestos aromáticos; 
cuando se usa el agua o una mezcla de agua/glicerina se extraen activos hidrófilos como 
polisacáridos, flavonoides, taninos, saponosidos, pigmentos, antocianinas y vitamina C; al 
usar alcohol en diferentes graduaciones se extrae una serie de compuestos orgánicos, 
hidrófilos y lipófilos como fitoeseroles, flavonoides, taninos, pigmentos, compuestos 
aromáticos y alcaloides principalmente, similarmente a lo que ocurriría con el uso de 
glicerina, pero con éste último se obtiene también mucílagos y proteínas (De la Vega, 2013). 
Muchos de éstos  tipos de componentes activos han demostrado tener diversos efectos en 
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la fisiología de mamíferos e In vitro, destacando el potencial antioxidante como efecto 
principal en distintos procesos fisiológicos donde involucra una alta producción de EROs. 
2.4.2 Compuestos atenuantes del estrés oxidativo generado por ciclofosfamida en 
la fertilidad masculina 
El estrés oxidativo resulta ser perjudicial para las espermatozoides; sin embargo, 
naturalmente logra ser neutralizado por una serie de moléculas antioxidantes enzimáticas 
como la superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa; y no enzimáticas, que 
comprende moléculas de bajo peso molecular como vitamina C, E y otras que se forman 
espontáneamente (Gharagozloo et al., 2011). Una serie de estudios han demostrado efectos 
positivos en la infertilidad masculina usando antioxidantes (Lanzafame et al., 2009; Zini et 
al., 2009; Ross et al., 2010). En un meta-análisis realizado por Showell et al. (2011) se 
concluyó que la suministración de antioxidantes mejora significativamente las tasas de 
nacidos vivos y de embarazo en parejas subfértiles en tratamiento de reproducción asistida. 
Se han usado distintos tipos de moléculas para probar su capacidad antioxidante frente a los 
daños generados por la ciclofosfamida. El ácido lipoico, un ditiol encontrado naturalmente en 
la mitocondria como coenzima para piruvato deshidrogenasa y ketoglutarato 
deshidrogenasa (Paeckel et al., 1995) ha sido usado como antioxidante debido a que su 
suministración exógena ha mostrado incrementar niveles de desuniones de ácido lipoico, 
además reduce el estrés oxidativo in vivo e in vitro (Bustamante et al., 1998). Elangovan et 
al. (2006) suministrando ácido lipoico intraperitonealmente una vez por semana durante 10 
semanas paralelamente a la suministración oral de ciclofosfamida demostraron que se 
disminuyen los niveles de peroxidación lipídica y se mejora la calidad de los parámetros 
seminales dañados por el fármaco. Usando una dosis única de ciclofosfamida junto a 
cisplatino para inducir daño reproductivo, Ilbey et al. (2009) obtuvieron resultados positivos 
usando la melatonina como protector, pues logró incrementar los niveles de enzimas 
antioxidantes y niveles de testosterona en el plasma sanguíneo, y mejoró la calidad de los 
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espermatozoides epididimarios. En otro estudio en ratas la coadministración de ácido 
ascórbico y ciclofosfamida logró revertir los efectos del fármaco en el peso de los testículos 
y las glándulas accesorias, elevó los niveles de testosterona plasmática, restauró los niveles 
de peroxidasas y catalasas testiculares y de malonaldehido (Das et al., 2002). La crocina es 
una molécula que también tiene propiedad antioxidante, administrado intraperitonealmente 
en ratones a 200 mg/kg diariamente por 35 días logró neutralizar los efectos de 
ciclofosfamida administrada a 15 mg/kg cada semana intraperitonealmente dentro de los 35 
días de tratamiento, así se logró mejoras en los parámetros espermáticos, menor daño en el 
ADN espermático y un aumento de espermatozoides correctamente compactados (Bakhtiary 
et al., 2014). En ratas se logró observar un efecto atenuante del pretratamiento con disulfuro 
dialil suministrado por 3 días vía oral a dosis de 100 mg/kg/día contra la dosis intaperitoneal 
a 150 mg/kg suministrada en los mismos 3 días, la evaluación en el día 56 obtuvo mejoras  
en los parámetros espermáticos y en las alteraciones histopatológicas de los testículos y 
epidídimo (Kim et al., 2013). Algunos elementos químicos como zinc también han mostrado 
su capacidad antioxidante al ser suministrado oralmente en dosis semanales previamente a 
la suministración intraperitoneal de ciclofosfamida, atenuando el daño en los parámetros 
espermáticos, en el peso testicular, testosterona plasmática, además se reducen los niveles 
de estrés oxidativo y se protege del daño al ADN y al acrosoma (Maremanda et al., 2014). 
Compuestos carotenoides como la astaxantina suplementados diariamente a 25mg/kg vía 
oral 5 días por semana donde también se suministró ciclofosfamida vía intraperitoneal en 
diferentes dosis en ratones durante 5 semanas mejoró  el peso testicular y los parámetros 
espermáticos, además logró restaurar el daño al ADN (Tripathi y Jena, 2008). La 
suministración de etil piruvato a dosis de 40 mg/kg/día intraperitonealmente atenuó los 
efectos tóxicos de ciclofosfamida a 15 mg/kg/semana intraperitonealmente en los 
parámetros espermáticos, la madurez nuclear y la disminución de daño del ADN (Bakhtiary 
et al., 2013). La mayoría de éstos compuestos utilizados para potenciar el efecto 
antioxidante se encuentran distribuidos de manera natural en distintas concentraciones y 
combinaciones en los vegetales, por lo que la suministración de los vegetales en forma de 
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extracto es una alternativa importante para proteger a las células contra el daño inducido por 
ciclofosfamida. 
2.4.3 Fuentes vegetales con efecto atenuante de ciclofosfamida 
Debido al avance de las terapias alternativas distintas fuentes vegetales han sido útiles para 
la preparación de extractos que atenúen los efectos tóxicos de la ciclofosfamida en el 
aparato reproductivo masculino, casi todos estos estudios han sido realizados en murinos. 
Se han identificado moléculas responsables directamente de la capacidad antioxidante; sin 
embargo, la combinación de éstas en los extractos vegetales ha mostrado un mayor efecto, 
así Sabik y El-Rahman (2009) han demostrado en modelos murinos que la suplementación 
de quión (Zingiber officinale) tuvo mayor efecto protector que usando vitamina E en la 
toxicidad reproductiva inducida por ciclofosfamida. Diversas especies vegetales distribuidas 
en todo el mundo han logrado efectos protectores en este aspecto cuando el fármaco ha 
sido suministrado vía oral, intraperitoneal o intravenosa en diferentes tiempos y dosis. Se ha 
demostrado mejora en parámetros espermáticos usando extractos de Syzygium 
cumini (Tripathi et al., 2012); Cucurbita maxima (Aghaei et al., 2014), raíz de Astragalus 
membranaceus (Kim et al., 2012); también han sido usados extactos combinados de 
Cucurbita maxima y Zingiber officinale mostrando resultados favorables (Mohammadi et al., 
2013). Usando el aceite esencial de Satureja khuzestancia, una planta endémica de Irán, se 
logró atenuar el efecto tóxico de ciclofosfamida a dosis crónica en ratas en los niveles de 
testosterona plasmática, calidad seminal, espermatogésnesis y fertilidad (Rezvanfar et al., 
2008). Otro estudio fue llevado a cabo con  Crataegus monogyna (dosis 20 mg/kg/día) en 
ratas donde en este caso el extracto acuoso protegió parcialmente el daño en los 
parámetros espermáticos, del decrecimiento en el peso de los órganos reproductivos y de 
las concentraciones alteradas de hormonas sexuales (Shalizar et al., 2012) similarmente 
como ocurrió con extracto acuoso de inflorescencias de Achillea milleffolium (dosis 1.2 
g/kg/día) (Ali et al., 2013). El extracto hidroalcohólico de  Cinnamomum zeylanicum también 
demostró efecto parcial en la recuperación de los pesos de los órganos reproductivos y en la 
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producción de hormonas sexuales, demostrando que ese efecto es dependiente de la dosis 
de extracto que se le suministre (Ghaffarie et al, 2014). Heracleum persicum también ha 
demostrado tener efectos también en la integridad del índice de producción espermática y el 
índice de diferenciación tubular (Dalouchi et al., 2014). 
2.4.4 Efectos negativos de extractos vegetales en la fertilidad masculina 
La importancia del consumo de extractos vegetales radica en su efecto terapéutico sobre 
una serie de enfermedades, incluso algunas de ellas no pueden ser contrarrestadas por la 
ciencia farmacéutica; sin embargo, existen también plantas cuyo consumo resulta 
potencialmente tóxico en la fisiología reproductiva masculina afectando tanto la 
espermatogénesis, la producción de hormonas sexuales y distintos parámetros 
espermáticos. 
Una de las plantas con efectos más contundentes sobre la salud son las del género 
Cannabis, extractos de esta planta al ser suministrados intraperitonealmente en bajas dosis 
(40 mg, 60 mg y 80 mg) induce una incrementada peroxidación lipídica en el testículo, 
reducción de niveles de enzimas antioxidantes, así como daños en la anatomía testicular y 
detención de la espermatogénesis (Mandal y Das, 2010). El extracto acuoso de hoja 
Azadirachta indica también ha mostrado efectos similares. La suministración intraperitoneal 
en ratas macho a dosis de 200 mg/kg por 28 días provocó daños en los túbulos seminífero 
extendiéndose estos daños al proceso espermatogénico (Choudhary et al., 1990; Joshi et 
al., 1996). En las plantas de algodón de especies Gossypium se ha visto efecto selectivo 
sobre la fisiología reproductiva en animales y humanos (Coutinho, 2002), pues el consumo 
de residuos de aceites de éstas plantas se relacionaron con problemas reproductivos; más 
tarde se identificó un compuesto fenólico al que se le llamó Gossypol, el cual a dosis de 30 
mg/Kg provocó problemas de infertilidad en ratas (Liu et al., 1987). Una particularidad en los 
efectos de los extractos mencionados es que los problemas de fertilidad han sido reversibles 
en distintos periodos de tiempo. Extractos de otras plantas también han mostrado efectos 
negativos en el proceso espermatogénico, entre ellas tenemos a Momordica charantia 
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(Naseem et al., 1998), Allium sativum (Hammani et al., 2008), Piper longum (Munshi y Rao, 
1972), Ocimum sanctum (Kasinathan et al., 1972), Zingiber officinale (Khaki et al., 2009), 
incluso otros con como Tripterygium wilfordii han mostrado efectos similares a pesar que 
son usadas como terapéuticas en distintos tipos de enfermedades (Lu, 1990; Zhen et al., 
1995). 
Además de la alteración de la espermatogénesis se han observado daños específicos en la 
movilidad y disminución del recuento espermático cuando se usó extracto metanólico de 
semilla de Abrus precatorious (Ratnasooriya et al., 1991), extracto de raíz de Tripterygium 
wilfordii (Zhen et al., 1995), Astragalus lentiginosus (Piyachaturawat et al., 1991) y Echeveria 
gibbiflora (Delgado et al., 1999). Otros tipos de efectos negativos mostrados por fuentes 
vegetales son las anomalías en las células de Sertoli; entre aquellas tenemos especies 
como Azadirachta (Aladakatti et al., 2005), multiglicósidos de Tripterygium wilfordii (Lan et 
al., 1992), Thespesia populnea (Krishnamoorthy y Vaithinathan, 2003), y extractos de raíz de 
Barleria prionitis (Gupta, 2000) 
Se ha visto también la reducción de testosterona, LH y FSH cuando se administró extracto 
de Quassia amara a ratas albinas (Raji y Bolarinwa, 1997), resultados similares se 
encontraron usando extracto de Mentha piperita (Akdogan et al., 2004). Por otro lado, el 
número de células de Leydig ha sido disminuido cuando se ha suministrado extractos de 
Martynia annua (Mali et al., 2002), Tinospora cordifolia (Gupta, 2003),  Azadirachta indica 
(Aladakatti y Ahamed, 2005) y Sarcostemma acidum (Venma et al., 2002). También se ha 
demostrado la supresión de las actividades de algunas enzimas esteroidogénicas con el uso 
de extractos de Toona sinensis (Poon et al., 2005). De manera que los estudios 
mencionados dan indicio que a pesar de la composición antioxidante que presentan las 
plantas como parte de su metabolismo, pueden contener compuestos que generan toxicidad 
relegando el poder antioxidante y ocasionando daño en la fertilidad masculina en distintos 
niveles. 
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2.5 Papaya de monte, distribución e importancia comercial y nutritiva 
 
2.5.1 Papaya de monte 
Papaya de monte (Vasconcellea pubescens) es una angiosperma antofita que pertenece a 
la familia Caricaceae nativa del noroeste de Sudamérica y su cultivo abarca  desde Panamá 
hasta Chile (Avila et al., 2007; Neill, 2011) distribuyéndose geográficamente sobre los 1000 
metros hasta los 3300 metros de altitud sobre el nivel del mar (Neill, 2011). Debido a ello en 
distintas zonas geográficas toma los nombres de papaya de altura o de frio, papaya de 
monte, papayita nativa, papaya arequipeña, papayuela, chilguacán y otros. En algunos 
países es explotada en pequeñas producciones comerciales mayormente en huertos 
caseros (Avila et al., 2007) y se consume como fruta fresca, en conservas, almíbar, jugos, 
mermeladas, miel, entre otros. Esta especie destaca por tener un aroma agradable además 
de sus otras características sensoriales y tiene un valor nutricional importante. El fruto es 
una baya, de pericarpio delgado, jugoso, de color amarillo (pulpa y piel), pasando por color 
verde durante la madurez; el centro es hueco y se encuentra totalmente ocupado por las 
semillas envueltas en un tejido mucilaginoso; presenta una forma oblonga - ovoide de 5 a 10 
centímetros de largo por 3 a 6 centímetros de ancho y tiende a ser ovalada, con los 
extremos aguzados (National Research Council, 1989) (Figura N°2). El fruto tiene un tiempo 
de vida útil muy corto, por lo que se han desarrollado diversas alternativas de transformación 
de tal modo que se obtengan productos estables con el tiempo y que puedan estar a 
disposición durante todas las épocas del año (Astete y Muñoz, 2014). En el Perú está 
distribuida en la zona andina cultivándose mayormente en los departamentos de Arequipa y 
Huánuco que son los principales productores (Iquera, 2006; Astete y Muñoz, 2014). Se 
consume en forma de fruta y almíbar, ésta última como estrategia para alargar la vida útil de 
las frutas hasta 12 meses, sin alterar sus características organolépticas y nutricionales 
propias de la materia prima (Badillo, 2004). En un estudio realizado por Astete y Muñoz 
(2014) se determinó que el grado de aceptabilidad de la papayita nativa en almíbar en la 
ciudad de Huánuco, Amarilis y Pillco Marca, es del 70% de las personas entrevistadas. 
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Actualmente, existe una falta de estímulos para emprender estudios botánicos que pueden 
identificar nuevos componentes para elaborar productos novedosos y competitivos en el 
mercado (Sánchez Vega, 2007). 
 
Figura N°2. Fruto de papaya de monte. 
 
2.5.2 Composición y aplicaciones  
Es una fuente importante de vitaminas (ácido ascórbico principalmente), azúcares, materias 
gelificantes (pectinas), materias antioxidantes, ácidos orgánicos, componentes de aromas y 
sabores agradables (flavonoides) (López, 2009). El extracto de papaya de monte ha 
mostrado un potencial como buena fuente de componentes que tienen un papel benéfico 
como antihipertensivos en el manejo de estadios tempranos de diabetes 2 (Pinto et al., 
2002). Algunos componentes específicos han mostrado tener efectos benéficos en distintos 
aspectos: la carpaína y pseudocarpaína son dos alcaloides amargos de las hojas que 
actúan como digitalizadores en el corazón y la respiración (Sánchez Vega, 2007); la papaína 
y la quimopapaína son dos enzimas proteolíticas contenidas en el látex que exhudan los 
órganos de la planta (Proexant, 2005), la papaína puede ser utilizada en procesos químicos 
como preparación de alimentos y bebidas, como ablandador de carnes, agente clarificante 
de vinos y cerveza, industria textil para suavizar la lana y la seda, manufactura de papel y 
adhesivos, manufactura de detergentes (Kiger, 1986) y como gel removedor enzimático en 
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los dientes  (Arilmy et al., 2012). Aceites escenciales pueden ser también extraídos de las 
semillas por lo que puede constituirse en una nueva fuente de extracción vegetal (Kiger, 
1986) y por sus características tienen un papel importante en el campo de la aromaterapia 
(Sheldeman et al., 2007). Las semillas del fruto presentan un compuesto orgánico 
denominado bencil isotiocianato que ha demostrado actividad antibacteriana frente a 
Helicobacter pylori (Tanta, 2011). 
2.5.3 Toxicidad reproductiva de Carica papaya 
Las Caricaceas tienen algunos componentes en común que genéticamente las clasifica en 
el mismo género. Una de las especies de Caricaceas mas estudiadas en el ámbito 
reproductivo es Carica papaya. Esta especie vegetal posee un fruto cuyo consumo es 
recurrente en la dieta alimenticia, además es reconocida por sus propiedades medicinales. 
Las características contraceptivas han sido evidenciadas con el uso de extractos de semillas 
desde 1970. (Bodhankar et al., 1974; Chinoy y Ranga, 1984). Cuando semillas maduras 
crudas fueron administradas oralmente a ratas Wistar machos en una dosis de 100 mg/kg se 
observó degeneración de las células germinales y del epitelio germinal, reducción del 
número de células de Leydig y presencia de vacuolas en los túbulos seminíferos (Udoh y 
Kehinde, 1999).  
Otros estudio reporta que el uso de extracto crudo de cloroformo de semillas en una dosis 
de 5 mg por animal por 40 – 60 días redujo el potencial de fertilidad a 0% con la supresión 
de la movilidad de espermatozoides epididimarios (Lohiya y Goyal, 1992). Otro protocolo 
usando extracto de cloroformo de papaya en conejos machos por 150 días causó 
oligozoospermia en el día 75 y azoospermia luego de 120 días además de otros defectos en 
los espermatozoides y anomalías en la espermatogénesis (Lohiya et al., 1999), en otro 
estudio usando el mismo tipo de extracto a dosis de 50 mg/kg en monos langur por 360 días 
causó daños en las células de Sertoli; sin embargo, los efectos fueron reversibles luego de 
60 – 120 días a partir de la última suministración de la dosis (Manivannan et al., 2009, 
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Lohiya et al., 2008). Daños en el aspecto estereidogénico también ha sido determinado, 
Extractos de semilla suministrados oralmente a 50 y 100 mg/kg por 8 semanas a ratas 
Wistar machos causaron pronunciada hipertrofia de gonadotrofinas pituitarias y 
degeneración de las células de Leydig. 
2.5.4 Capacidad antioxidante de extracto de Vasconcellea pubescens 
En general, los componentes de las plantas tienen capacidad antioxidante debido a su 
naturaleza unos en menor o mayor grado que otros debido a las diferentes rutas 
metabólicas  como parte de su defensa, adaptación o algún otro factor importante para su 
permanencia y perpetuación. El fruto de papaya de monte ha destacado por su aroma fuerte 
y agradable además de la alta cantidad de papaína que presenta a diferencia de otras 
Caricáceas. El aroma característico viene determinado por los compuestos volátiles que 
presenta, los cuales han sido identificados de diversas maneras. Withopf et al. (1997), en un 
estudio realizado para identificar compuestos relacionados con el aroma de diversos frutos 
identificaron 6´-O-malonilatado β–D-glucopiranosidos de alcohol benzil, 2-feniletanol y 
geraniol en la corteza del fruto. Varios alcoholes, aldehídos, cetonas y glucósidos de etil y 
butil 3-hidroxibutanoatos han sido identificados en extractos de la pulpa de Vasconcellea 
pubescens de muestras colectadas en Chile (Idstein et al., 1985) y Colombia (Krajewski et 
al., 1997; Morales y Duque, 1987); sin embargo, en las especies en Chile se ha encontrado 
adicionalmente otros compuestos volátiles como metil cis-hex-3-enoato, isopentil acetato, 
metil 3-hidroxihexanoato etil nicotinoato y otros, lo que significa que las variaciones 
climatológicas y geográficas puede generar ligeras diferencias en las rutas metabólicas de 
los compuestos implicados en el aroma de la fruta. Otra variación importante en cuanto a la 
producción de metabolitos secundarios en Vasconcellea pubescens está relacionada al 
grado de madurez del fruto, pues a medida que madura la piel cambia desde un color verde 
a amarillo producto de la producción de pigmentos carotenoides y el aroma se intensifica, 
asumiendo que podría deberse al incremento de producción de etileno como pasa en otros 
frutos, donde se ha determinado que muchos ésteres derivados de las vías metabólicas de 
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los ácidos grasos y aminoácidos varían en función de la producción de etileno  (Balbontın et 
al., 2007). Con el desarrollo de nuevas técnicas para la identificación de compuestos 
orgánicos Simirgiotis et al. (2008) han identificado 19 compuestos fenólicos en extracto 
metanólico de pulpa del fruto de papaya de monte, todos ellos mediante una afinidad al 
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhidrazil), lo que quiere decir que tienen capacidad antioxidante 
destacando la rutina quercetin glucósido y mangaslina. Muchos de los compuestos 
mencionados anteriormente tienen capacidad antioxidante, sin embargo, no hay una 
concentración definitiva de cada uno de ellos que garantice una capacidad antioxidante 
determinada sólo una referencial. 
Diferentes metodologías han sido empleadas para evaluar la capacidad antioxidante de 
frutas in vitro, tales como FRAP (Poder antioxidante de reducir el ion férrico), ABTS 
(Neutralización del catión radical 2,2’ Azinobis-3-etil- benzotiazolina-6-acido sulfónico), 
DPPH y ORAC (Capacidad de absorción de radicales oxígeno) que son los más usados. Es 
recomendable que al menos dos (o incluso todas) de éstas evaluaciones sean combinadas 
para obtener un perfil antioxidante más certero de el producto en estudio (Pérez-Jiménez et 
al., 2008) dado que distintos compuestos con capacidad antioxidante tienen distintos tipos 
de afinidad por las EROs. 
Utilizando extracto metanólico de la pulpa del fruto se ha determinado un porcentaje de 
inhibición de DPPH entre 32% a 82% (Bosmediano y Coronel, 2014), el DPPH es un radical 
oxidante frecuentemente usado para la evaluación antioxidante mediante su inhibición. Se 
mencionó anteriormente que la variación geográfica influye en la producción de metabolitos 
secundarios, por lo que debería también influir en la capacidad antioxidante, esto fue 
encontrado por Laily y Suranto (2012) donde evaluaron extractos metanólicos del fruto de 
papaya de monte cultivados a 2400 m., 1900 m. y 1400 m. sobre el nivel del mar, 
obteniendo capacidad antioxidante con IC50 (capacidad de inhibir el 50% de los radicales 
oxidantes) de 0.983 mg/100 ml, 1.2945 mg/100 ml y 5.326 mg/100 ml respectivamente.  
Extractos etanólicos y de la fracción n-hexano de hojas de la planta han mostrado actividad 
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antioxidante con el DPPH IC50 en valor de 30.8 ppm y 157.134 ppm  respectivamente en 
comparación con la vitamina C que es de 2.9 ppm (Indranila y Ulfah, 2015; Mu’awwanah y 
Ulfah, 2015). En un estudio para evaluar la capacidad antioxidante de bioactivos de frutas 
nativas peruanas, Repo y Encina (2008) determinaron que el fruto de V. pubescens tiene 
mayor cantidad de compuestos fenólicos que Solanum betaceum, Opuntia ficus-indica y 
Physalis peruviana, este último presentó además similar concentración de vitamina C, pero 
el grado de capacidad antioxidante fue mayor evaluando con el método DPPH y ABTS. La 
identificación de los diferentes compuestos de Carica pubescens y la evidencia que su fruto 
ha demostrado mayor capacidad antioxidante que otras especies importantes en este 
aspecto (como P. peruviana por ejemplo), hace suponer que esta especie es un candidato 
para generar protección contra el daño reproductivo inducido por ciclofosfamida 
principalmente atenuando la sobreproducción de EROs y así disminuyendo el estrés 
oxidativo en el ambiente celular. 
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III.  HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1 Hipótesis 
La suministración oral de extracto etanólico de Vasconcellea pubescens atenúa los efectos 
negativos generados por la ciclofosfamida en la calidad espermática y el desarrollo de 
embriones preimplantacionales. 
3.2 Hipótesis nula 
La suministración oral de extracto etanólico de Vasconcellea pubescens no atenúa los 
efectos negativos generados por la ciclofosfamida en la calidad espermática y el desarrollo 
de embriones preimplantacionales. 
3.3 Hipótesis alternativa 
La suministración  oral de extracto etanólico de Vasconcellea pubescens agrava los efectos 
negativos generados por la ciclofosfamida en la calidad espermática y el desarrollo de 
embriones preimplantacionales. 
3.4 Objetivo general 
Evaluar el efecto de Vasconcellea pubescens frente al daño reproductivo inducido por 
ciclofosfamida 
3.5 Objetivos específicos 
o Evaluar la movilidad y concentración espermática en ratones tratados con 
ciclofosfamida a dosis crónica. 
o Evaluar la movilidad y concentración espermática en ratones a los que se ha 
suministrado extracto etanólico de Vasconcellea pubescens y ciclofosfamida a dosis 
crónica. 
o Evaluar el desarrollo de embriones preimplantacionales producidos por ratones 
machos tratados con ciclofosfamida a dosis crónica. 
32 
 
o Evaluar el desarrollo de embriones preimplantacionales producidos por ratones 
machos a los que se ha suministrado extracto etanólico de Vasconcellea pubescens 
y ciclofosfamida a dosis crónica. 
 
IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1 Material biológico 
Ratones machos de la cepa Balb/c fueron cruzados luego de 6 semanas de tratamiento con 
hembras de 6 – 8 semanas de edad. Todos los ratones provienen del bioterio de la 
Universidad Peruana Cayetano Heredia (Lima, Perú) y fueron mantenidos en el bioterio de 
la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos durante 
la parte experimental a 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad con temperatura promedio 
de 23 ºC. Tanto ratones machos como hembras fueron aclimatados por siete días en el 
bioterio antes de ser sometidos al experimento. 
4.2 Reactivos 
- Solución buffer (Sydney IVF Gamete Buffer, Cook® Medical) 
- Eosina Y (Certistain®, Merck) 
- Suero fisiológico 
- Ciclofosfamida (ENDOXAN®) 
- Agua destilada purificada 
- Alcohol etílico 96° 
- Menotropina (MENOFER®) 
- Choragon (HuCoG®) 
4.3 Materiales de laboratorio 
- Placa Petri de plástico de 35 mm 
- Tubos eppendorf de 1.5 ml 
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- Tips de 10 µl y 100 µl 
- Láminas portaobjeto 
- Láminas cubreobjeto 22 x 22 mm 
- Micropipetas(BOECO) 10 µl y 100 µl 
- Cámara de Neubauer (MARIENFELD) 
- Jeringa hipodérmica 
- Jeringas de insulina 
- Pinzas quirúrgicas 
- Tijera quirúrgica 
- Pipetas Pasteur de vidrio 
- Ligadura 
4.4 Equipos 
- Microscopio óptico (Olympus CX 41) 
- Microscopio estereoscópico (Leica M50) 
- Microscopio invertido (0243-Y3, AJ Seitz) 
4.5 Diseño experimental 
Para el estudio se formaron cuatro grupos de experimentación así como controles positivos 
y negativos con ocho individuos por cada grupo. Este estudio cuenta con la aprobación del 
Comité de Ética y Bienestar Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad 
Nacional Mayor de San Marcos (Ver Anexo). Los suplementos se suministraron seis días 
por semana durante seis semanas, tal como se detallan a continuación: 
o Grupo I: Ratones a los que se les suministró agua destilada vía oral como placebo.  
o Grupo II: Ratones tratados con Vasconcellea pubescens (300 mg/kg) vía oral. 
o Grupo III: Ratones a los que se les suministró ciclofosfamida vía oral a dosis de 6 mg/kg. 
o Grupo IV: Ratones tratados con Vasconcellea pubescens (300 mg/kg) vía oral a los que 
1 hora después se les suministró ciclofosfamida vía oral a dosis de 6 mg/kg. 
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A) 
 
 
B) 
Figura N°3. A) Esquema de distribución de ratones usados en el experimento con sus respectivos 
tratamientos. B) Esquema de los tiempos de cada evento de la parte experimental 
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Figura N°4. Distribución de animales de laboratorio en el Bioterio de la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. 
 
4.6 Preparación de solución de ciclofosfamida 
Se usaron tabletas de 50 mg de ciclofosfamida (ENDOXAN, Baxter®) con las cuales se 
preparó una solución a 3 mg/ml diluyéndola en agua destilada, la cual fue mantenida a 4 – 8 
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°C en refrigeración hasta su uso. Se suministró la solución a los ratones machos a dosis de 
6 mg/kg de ratón vía oral con ayuda de una jeringa de tuberculina. 
4.7 Preparación de extracto de Vasconcellea pubescens 
Los frutos de Vasconcellea pubescens fueron adquiridos de la provincia de Andahuaylas del 
departamento de Abancay, Perú. La planta fue identificada taxonómicamente en el Herbario 
del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Ver anexo). 
Los frutos seleccionados fueron aquellos con características sensoriales agradables para el 
consumidor, con pulpa y piel color amarillo, tal como se muestra en la figura N°2. Para 
preparar los extractos, los frutos de la especie vegetal fueron cortados verticalmente, se les 
retiró la capa mucilaginosa interna y las semillas; posteriormente fueron cortados en trozos 
de aproximadamente 10 cm3 y triturados mecánicamente en una licuadora por 1 minuto 
aproximadamente para obtener partículas pequeñas y homogéneas. El fruto triturado fue 
mezclado con etanol 96° en una proporción de 1:1 y fue macerado en frascos herméticos 
por 7 días realizándose agitaciones esporádicas. Se recuperó la fracción líquida del 
macerado y se filtró con papel Whatman N°1. La solución filtrada fue depositada en 
recipientes amplios y se coloca en la estufa a aproximadamente 40 °C hasta que se evapore 
el alcohol. El sedimento restante fue recuperado y mantenido en refrigeración a 4 – 10 °C. 
Para la solución de trabajo se diluyó el sedimento en agua destilada a una concentración 
final de 200 mg/ml y se suministrá en dosis de 300 mg/kg una vez al día, con frecuencia de 
seis días por semana durante seis semanas. 
4.8 Obtención de embriones 
Todos los ratones fueron cruzados con hembras inducidas hormonalmente al ciclo estro 
luego de seis semanas de tratamiento. La inducción hormonal de las hembras se llevó a 
cabo con una inyección intraperitoneal de 15 UI de hormona gonadotropina menopaúsica 
humana (HMG) (Menofer®), luego de 48 horas una inyección intraperitoneal con 40 UI de 
hormona gonadotropina coriónica humana (hCG) (HuCoG®) para inducir la ovulación. Cada 
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macho se apareó en una jaula con una hembra luego de la suplementación de hCG. La 
presencia del tapón vaginal en la mañana siguiente indicó que hubo cópula efectiva. Luego 
de 96 horas post-hCG se sacrificaron a las hembras, se les realizó una disección en la zona 
abdominal, se extrajeron los cuernos uterinos, y se depositaron en una solución de suero 
fisiológico en una placa Petri para poder obtener los embriones mediante una perfusión de 
0.4 ml de suero fisiológico en cada cuerno con ayuda de un microscopio estereoscópico. 
Embriones en estadio de clivaje 
 
 
Embriones en estadio de mórula 
 
 
Embriones en estadio de blastocisto 
 
 
Figura N°5. Embriones en estadios embrionarios de clivaje, mórula y 
blastocisto (Aumento total, 600x). 
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4.9 Evaluación de estadios embrionarios 
Los embriones fueron clasificados de acuerdo al estadio embrionario en que se encontraron 
como se detalla a continuación: 
o Clivaje: Embriones con 2 a 10 células. 
o Mórula: Embriones con más de 10 células sin diferenciación de la masa celular 
interna ni trofoectodermo. 
o Blastocistos: Embriones en los que el blastocele ocupa más del 50% del volumen y 
se observa la diferenciación de la masa celular interna y el trofoectodermo. 
4.10 Evaluación del grado celular de embriones 
La calidad celular de los embriones fue clasificada según Bó y  Mapletoft (2013)  de la 
siguiente manera: 
o GRADO I: Embriones con células con apariencia redonda y sin blastómeras 
extruidas. 
o GRADO II: Embriones con células sin apariencia redonda y sin blastómeras 
extruidas. 
o GRADO III: Embriones con blastómeras extruidas o células amorfas. 
o GRADO IV: Embriones con células de apariencia degenerada o necrosadas. 
4.11 Evaluación de masa celular interna y trofoectodermo de blastocistos 
La evaluación de la masa celular interna y el trofoectodermo se basó en el sistema de 
clasificación de Gardner y Schoolcraft (1999). La masa celular interna se categorizó como 
grado A cuando estaba compacta, definida y con abundantes células, y de grado B cuando 
tenía apariencia laxa y/o conformada por pocas células. De manera similar el trofoectodermo 
se categorizó como grado A cuando presentó células abundantes de apariencia homogénea 
y grado B cuando presentó pocas células y/o apariencia heterogénea. 
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GRADO I 
 
  
GRADO II 
 
 
 
GRADO III 
 
  
GRADO IV 
 
 
 
 
Figura N°6. Embriones agrupados por calidad celular (Aumento total: 400X) según Bó y  Mapletoft 
(2013).   
40 
 
 
 
 
MCI: Grado A 
Trofoectodermo: Grado A 
 
 
MCI: Grado A 
Trofoectodermo: Grado A 
 
 
MCI: Grado A 
Trofoectodermo: Grado A 
 
 
MCI: Grado B 
Trofoectodermo: Grado A 
 
 
MCI: Grado B 
Trofoectodermo: Grado B 
 
 
 
MCI: Grado B 
Trofoectodermo: Grado B 
 
 
Figura N°7. Clasificación de masa celular interna (MCI) y trofoectodermo de blastocistos (Aumento 
total 400X) según Gardner y Schoolcraft (1999). 
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4.12 Evaluación de la concentración espermática 
Los ratones machos fueron sacrificados luego de una semana postcópula con la hembra. Se 
les realizó una incisión ventral para obtener los epidídimos, se pesaron y se despositaron en 
un tubo ependorf de 1.5 ml con 300 µl de solución buffer para ser disgregado con una tijera 
quirúrgica fina e inmediatamente se incubó a 37 °C. La concentración espermática se evaluó 
con el hemocitómetro de Neubauer, para ello la suspensión espermática fue diluida en 
proporción de 1:10 con una solución neutralizante de espermatozoides. Se homogenizó y 10 
µl de la mezcla se depositaron en una de las grillas del hemocitómetro. Se contabilizaron los 
espermatozoides en la cuadrícula central, se realizó el conteo y la concentración de 
espermatozoides por mililitro se obtuvo de la siguiente manera: 
�݋݊ܿ݁݊ݐݎ�ܿ�ó݊ ݁ݏ݌݁ݎ݉áݐ�ܿ� = �° ݁ݏ݌݁ݎ݉�ݐ݋�݋�݀݁ݏͳͲ × ͳͲ6 
 
4.13 Evaluación de la movilidad espermática:  
Una gota de la suspensión espermática se colocó en una lámina precalentada a 37 °C se 
cubrió con una laminilla y se observó en el microscopio a 400x. El porcentaje de 
espermatozoides móviles fue evaluado según los criterios recomendados por el manual para 
el análisis seminal de la OMS (WHO, 2010) en las siguientes categorías: 
o Movilidad progresiva: Espermatozoides con desplazamiento de manera lineal o en 
círculos grandes, independientremente de la velocidad. 
o Movilidad no progresiva: Espermatozoides con desplazamiento nulo, por ejemplo: 
nadando en pequeños círculos, la fuerza flagelar con apenas desplazamiento de la 
cabeza o cuando solo un latido flagelar puede ser observado. 
o Inmovilidad: Espermatozoides sin ningún movimiento. 
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4.14 Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico de los datos obtenidos se usó el software IBM SPSS Statistics 23 
para Windows. Las variables peso de epidídimo, concentración espermática y  movilidad 
espermática fueron evaluadas con el Test Shapiro-Wilk para constatar su distribución 
normal. La comparación de grupos por cada variable se realizó con ANOVA de una via, 
posteriormente en caso se requirió, se realizó la comparación múltiple de Tukey para 
determinar qué grupos son diferentes. Los estadios embrionarios, la calidad celular de los 
mismos y la evaluación de masa celular interna y trofoectodermo de los blastocistos fueron 
expresados en porcentajes. La prueba de Chi cuadrado fue usada para evaluar la 
dependencia de éstas variables con los tratamientos usados. En casos de dependencia se 
usó la prueba de Z para comparar las proporciones entre los tratamientos. Los valores de P 
menores de 0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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V. RESULTADOS 
 
5.1 Efecto de Vasconcellea pubescens y ciclofosfamida sobre los parámetros 
espermáticos 
 
5.1.1 Peso de epidídimos.  
Los pesos de epidídimos obtenidos en los cuatro tratamientos se muestran en la figura N°1. 
La media total fue 0,0289 ± 0.0038 g, el peso promedio del grupo suplementado con 
extracto (0,0293 ± 0,0068 g.) no mostró diferencia significativa al ser comparado con el 
grupo control (0,0269 ± 0,0018 g.). De manera similar no se observó efecto alguno del 
tratamiento con extracto+ciclofosfamida (0,0298 ± 0,0015 g.) en comparación con el grupo al 
que se le suministró únicamente ciclofosfamida (0,0292 ± 0,0034 g), pues no se observó 
diferencia significativa. 
 
 
Figura N°1. Pesos promedio de epidídimos de ratones en los distintos grupos de tratamiento. 
Las barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. No se encontraron diferencias 
significativas entre ninguno de los grupos p>0,05. 
 
 
5.1.2 Concentración espermática 
 
La media total de concentración espermática de las muestras analizadas fue de 40,06 ± 
12,95 millones de espermatozoides/ml. Al comparar el grupo control (39,21 ± 15,43 millones 
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espermatozoides/ml) con el grupo al que se suministró únicamente extracto (40,93 ± 14,35 
millones espermatozoides/ml) no se observó diferencia significativa. Al suministrar 
extracto+ciclofosfamida (41,78 ± 9,94 millones de espermatozoides/ml) tampoco se mostró 
diferencia significativa frente a los tratados con ciclofosfamida (38,50 ± 14,23 millones de 
espermatozoides/ml) (Figura N°2). 
 
 
Figura N°2. Concentración espermática de espermatozoides epididimarios de ratones en los 
distintos grupos de tratamiento. Las barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. 
No se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos p>0,05. 
 
 
 
5.1.3 Movilidad espermática 
La media total de los cuatro grupos para la movilidad espermática progresiva fue de 28,7 ± 
9.6 %. El tratamiento con ciclofosfamida (22,2 ± 9,0 %) disminuyó significativamente el 
porcentaje de espermatozoides móviles en comparación con el grupo control (37,0 ± 8.2 %), 
lo que demostraría toxicidad del fármaco en este aspecto. Además de ello, el tratamiento 
con extracto de V. pubescens (28,5 ± 5,7 %) atenuó el efecto tóxico de ciclofosfamida. El 
tratamiento con extracto únicamente (30,9 ± 9,1 %) no mostró diferencia significativa frente 
al grupo control (Figura N°3). 
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Figura N° 3. Porcentaje de espermatozoides móviles progresivos de ratones en los distintos 
grupos de tratamiento. Las barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. 
En cuanto a la movilidad no progresiva no se observó diferencias significativas entre los 
cuatro tratamientos (Figura 4). El grupo al que se le suministró extracto (13,1 ± 4,0 %) no 
mostró diferencia significativa frente al grupo control (15,9 ± 5,8 %); así mismo, el 
tratamiento con ciclofosfamida (15,3 ± 3,8 %) no mostró diferencias al ser adicionalmente 
tratado con extracto (15,8 ± 2,7 %). 
 
Figura N° 4. Porcentaje de movilidad espermática no progresiva de ratones en los distintos 
grupos de tratamiento. Las barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. No se 
encontraron diferencias significativas entre ninguno de los grupos p>0.05. 
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La movilidad total mostró una tendencia similar a la movilidad progresiva. El tratamiento con 
ciclofosfamida (37,5 ± 11,0 %) resultó perjudicial al demostrarse diferencia significativa con 
el grupo control (52,9 ± 10,2 %). La adición de extracto adicionalmente a la ciclofosfamida 
(44,25 ± 5,5 %) logró disminuir el daño producido por el fármaco (Figura 5). 
 
 
Figura N°5. Porcentaje de movlidad progresiva de espermatozoides de ratones en los distintos 
grupos de tratamiento. Las barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. Se 
encontró diferencia significativa entre el grupo control y el tratado con ciclofosfamida (p>0.05). 
 
 
5.2 Efecto de Vasconcellea pubescens y ciclofosfamida en el desarrollo embrionario 
 
5.2.1 Evaluación del estadio embrionario 
La Tabla N°1 muestra los porcentajes de embriones en estadio de clivaje, mórula y 
blastocito encontrados 4 días postcópula. En el grupo de ratones tratados con ciclofosfamida 
y extracto se ha obtenido un porcentaje mayor de embriones en estadio de clivaje en 
comparación con el grupo de ratones tratados únicamente con ciclofosfamida. Además de 
ello, este porcentaje alto de embriones en estadio clivaje generó una disminución 
significativa en el porcentaje de blastocistos obtenidos, el cual es significativamente menor 
que el porcentaje de blastocistos en el grupo control. El porcentaje de embriones en estadio 
de mórula no fue significativamente diferente en los cuatro tratamientos estadios. 
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Tabla N° 1. Número y porcentaje de embriones por estadio embrionario de las hembras fecundadas 
por machos sometidos a los cuatro tratamientos. Cada letra del subíndice denota un subconjunto de 
Tratamiento. Las categorías cuyas proporciones de columna no difieren de forma significativa entre sí 
en el nivel 0,05. 
 
Control Extracto Ext+Ciclof Ciclofosfamida 
Clivaje 29.5% (38)a,b 39.3% (42)a,b 39.8% (51)b 26.0% (63)a 
Mórula 36.4% (47)a 36.4% (39)a 43.0% (55)a 45.5% (110)a 
Blastocisto 34.1% (44)b 24.3% (26)a,b 17.2% (22)a 28.5% (69)a,b 
 
 
5.2.2 Evaluación de la calidad celular 
La tabla N° 2 muestra el porcentaje de embriones en cada grado celular por tratamiento. En 
cuanto a los embriones de grado I los ratones tratados con ciclofosfamida obtuvieron menor 
proporción estadísticamente significante de embriones que aquellos ratones tratados con los 
demás tratamientos. En los otros grados celulares no se muestran diferencias significativas 
entre ninguno de los cuatro tratamientos. 
 
 
Tabla N° 2. Número y porcentaje de la calidad celular de embriones obtenidos de hembras 
fecundadas por machos sometidos a los tratamientos. Cada letra del subíndice denota un 
subconjunto de Tratamiento. Las categorías cuyas proporciones de columna no difieren de forma 
significativa entre sí en el nivel 0,05. 
 
Control Extracto Extr+Ciclof Ciclofosfamida 
GRADO I 49.4% (80)b 53.1% (69)b 50.7% (73)b 35.8% (106)a 
GRADO II 24.7% (40)a 25.4% (33)a 29.2% (42)a 32.1% (95)a 
GRADO III 5.6% (9)a 3.8% (5)a 9.0% (13)a 11.5% (34)a 
GRADO IV 20.4% (33)a 17.7% (23)a 11.1% (16)a 20.6% (61)a 
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Figura N°8. Embriones obtenidos en el grupo control (Aumento total, 400x). 
 
 
 
Figura N°9. Embriones obtenidos en el grupo contratamiento de extracto de V.pubescens 
(Aumento total, 400x). 
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Figura N°10. Embriones obtenidos en el grupo tratado con ciclofosfamida y extracto (Aumento total, 
400x) 
 
 
Figura N°11. Embriones obtenidos en el grupo con tratamiento de ciclofosfamida (Aumento total, 
400x). 
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5.2.3 Evaluación Trofoectodermo y MCI 
La tabla N° 3 muestra que la calidad del MCI no fue alterada en ninguno de los tratamientos, 
debido a que la proporción de embriones con blastocitos con MCI grado A no difirió en 
ninguno de los cuatro tratamientos. 
 
Tabla N° 3. Número y porcentaje de la calidad de la masa celular interna de blastocitos obtenidos 
de hembras fecundadas por machos sometidos a los tratamientos Cada letra del subíndice denota 
un subconjunto de Tratamiento. Las categorías cuyas proporciones de columna no difieren de 
forma significativa entre sí en el nivel 0,05 
MCI Control Extracto Extr+Ciclof Ciclofosfamida 
A 88.6% (39)a 96.2% (25)a 90.9% (20)a 72.5% (50)a 
B 11.4% (5) 3.8% (1)a 9.1% (2)a 27.5% (19)a 
 De la misma manera en la tabla N° 4 se muestra un panorama similar al obtener los 
porcentajes de la calidad del trofoectodermo de los embriones sin diferencias estadísticas en 
ninguno de los cuatro tratamientos. 
 
Tabla N° 4. Número y porcentaje de la calidad del trofoectodermo de blastocitos obtenidos de 
hembras fecundadas por machos sometidos a los tratamientos Cada letra del subíndice denota un 
subconjunto de Tratamiento categorías cuyas proporciones de columna no difieren de forma 
significativa entre sí en el nivel 0,05 
Trofoectodermo Control Extracto Extr+Ciclof Ciclofosfamida 
A 90.9% (40)a 92.3% (24)a 85.7% (18)a 79.7% (55)a 
B 9.1% (4)a 7.7% (2)a 14.3% (3)a 20.3% (14)a 
 
 
 
 
 
 
51 
 
VI. DISCUSIÓN 
El consumo de alimentos de origen vegetal para la prevención y curación de ciertas 
enfermedades en base al conocimiento empírico de poblaciones ancestrales actualmente ha 
tomado importancia como medicina alternativa debido a su accesibilidad económica y poco 
estrés físico y emocional; sin embargo, no han sido determinados los efectos secundarios 
que se podría originar a partir del consumo de éstos. El posible rol defensor de los alimentos 
vegetales está basado en los componentes que le confieren capacidad antioxidante. 
Vasconcellea pubescens es una especie nativa del noroeste de Sudamérica cuyo cultivo 
abarca  desde Panamá hasta Chile (Avila et al., 2007; Neill, 2011) y no posee en la 
actualidad una importancia económica trascendental. 
Muchos de sus componentes podrían estar involucrados en la capacidad antioxidante que le 
conferirían efectos benéficos frente a algunos daños como los ocasionados por fármacos 
como la ciclofosfamida, sin embargo, la complejidad del metabolismo vegetal podría también 
generar algunos metabolitos que podrían agravar aún más la toxicidad del fármaco.  
En cuanto al daño sobre el peso de epidídimo no se observó diferencia significativa en 
ninguno de los tratamientos, de forma semejante a lo descrito por Trasler et al. (1986) cuyo 
estudio fue realizado en ratas donde se suministró ciclofosfamida a dosis crónica entre 1 a 6 
mg/kg de peso corporal por 11 semanas, donde tampoco se evidenció daño en el epidídimo 
ni en otros órganos reproductivos. Otros estudios han mostrado resultados contradictorios, 
Ali et al. (2013) mostró que la suplementación oral del fármaco en ratas a 5 mg/kg por 28 
días decreció el peso de órganos reproductivos. Esta controversia, es debido al grado de 
asimilación del fármaco de cada especie animal y a que el amplio espectro de acción de 
ciclofosfamida no actúa directamente en algún mecanismo específico de la fisiología 
reproductiva, sino que genera el daño aleatoriamente. Por otro lado, el extracto etanólico de 
V. pubescens tampoco mostró efecto positivo sobre los pesos de epidídimos como con otros 
extractos vegetales, los cuales han mostrado resultados beneficiosos en este aspecto, como 
Zingiber officinale cuyo tratamiento a 500 mg/kg y a 1000 mg/kg durante 14 a 28 días ha 
logrado un aumento significante en el peso de epidídimos y testículos (Morakinyo et al., 
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2008), contrariamente, otros como Mentha arvensis suplementado entre 10 a 20 mg/kg 
durante 20 a 60 días disminuye los pesos testiculares y epididimarios (Sharma y Jocob, 
2001). Éstos resultados negativos en los pesos reproductivos podrían atribuirse a 
metabolitos específicos como en otras especies (Joshi y Ambaye, 1968; Murugavel y 
Akbarsha, 1991; Coutinho, 2002; Nahas et al., 2002), por lo que hace suponer que el 
extracto etanólico de V. pubescens no posee metabolitos que generen toxicidad en el 
epitelio epididimario ni tampoco interactúen con ciclofosfamida para generar daño. 
En la evaluación de parámetros espermáticos, la concentración espermática no ha sido 
afectada en ningún tratamiento, sin embargo, la movilidad total y la movilidad progresiva ha 
resultado afectada sólo por el tratamiento con ciclofosfamida. En cuanto al conteo 
espermático, en una revisión de casos de 17 varones tratados con ciclofosfamida se reportó 
que ninguno de los varones tratados a dosis menores a 3 mg/kg de peso corporal entre 8 a 
11 semanas fueron diagnosticados como oligozoospérmicos y no encontraron diferencias en 
el conteo espermático al ser comparado con varones sanos (Watson et al, 1985), de la 
misma manera en modelos murinos también se han obtenido resultados similares en el 
conteo de espermatozoides epididimarios (Trasler et al, 1986); sin embargo, otros autores 
afirman que el principal efecto tóxico demostrado en el epitelio germinal es la reducción en 
el conteo espermático (Elangovan et al, 2006; Kaur et al., 1997) aunque en estos estudios 
las dosis han sido superiores a las usadas, esto se debe a que el grado de destrucción de 
las células espermatogoniales aumenta en función de la dosis del fármaco, a razón de ello la 
dosis suplementada no resulta significante para mostrar alteraciones en el recuento 
espermático. 
En cuanto a la movilidad espermática usando protocolos de administración del fármaco con 
dosis altas se ha observado disminución de la movilidad y viabilidad espermática (Kaur et 
al., 1997). Estudios que involucran hipofisectomia, castración y terapia de remplazo de 
andrógenos han mostrado que los andrógenos son esenciales para la maduración fisiológica 
y la supervivencia de espermatozoides en el epidídimo (Dyson y Orgebein, 1973; Setty et 
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al., 1977). Los andrógenos pueden afectar los espermatozoides directamente o modificando 
el medio epididimario. El tratamiento con ciclofosfamida a dosis crónica baja ha mostrado 
inhibición de la esteroideogénesis gonadal (Ghosh et al., 2002), además de decrecimiento 
de LH, FSH y testosterona (Elangovan et al., 1986), éstos desórdenes hormonales son 
causantes de la disminución de la movilidad espermática. Otra vía por la que ciclofosfamida 
alteraría la movilidad espermática es por la disminución de la actividad de las enzimas del 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Selvakumar et al., 2005)  que repercute en la formación de 
energía producto del metabolismo. A razón de estos aspectos, es que el extracto de V. 
pubescens no tiene efecto negativo en el medio epididimario ni altera la producción de 
hormonas sexuales, pues su tratamiento no afectó la movilidad espermática, así mismo, 
tampoco provocaría una alteración significante en los sistemas enzimáticos de producción 
de energía. Otros extractos vegetales sí han mostrado efecto tóxico a nivel de la 
estereidogénesis como Aegle marmelos (Das et al., 2006) y Syzygium aromaticum (Mishra 
et al., 2008) los cuales han repercutido también en los parámetros espermáticos. De esta 
información se deduce que el extracto de V. pubescens a la dosis suministrada no afecta la 
esteroidegénesis, razón por la cual no se ve ningún efecto perjudicial en la concentración ni 
movilidad espermática, resultados similares se han obtenido al usar extractos de otras 
plantas como Bocconia frutescens y  Bomarea setaceas (Gallego et al., 2012). Por otro lado, 
la suministración de V. pubescens logró atenuar la toxicidad en la movilidad progresiva y 
movilidad total de espermatozoides en el grupo tratado con ciclofosfamida. Efectos similares 
en la movilidad espermática en ratones tratados a ciclofosfamida en diferentes dosis se ha 
reportado usando extractos de otros vegetales tales como Syzygium cumini (Tripathi et al., 
2012) Cucurbita máxima (Aghaei et al., 2014), raíz de Astragalus membranaceus (Kim et al., 
2012) y extractos combinados de C. máxima y Zingiber officinale (Mohammadi et al., 2013), 
además otros como el aceite esencial de Satureja khuzestancia, una planta endémica de 
Irán, logró atenuar el efecto tóxico de ciclofosfamida a dosis crónica en ratas (Rezvanfar et 
al., 2008). En estos estudios se determinó que el efecto atenuante es debido principalmente 
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a su capacidad antioxidante confirmando esta misma capacidad del extracto de V. 
pubescens con efectos benéficos en la movilidad espermática. 
El desarrollo embrionario también fue evaluado, la progresión del éste depende de la 
integridad del genoma paternal y maternal, los que constituirán el genoma embrionario. En 
murinos la activación genética zigótica ocurre en el estadio de 2 células (Harrowk et al, 
2000a), por ende cualquier daño que experimente el ADN espermático podría ser extendido 
al genoma embrionario; sin embargo, el ovocito posee un mecanismo de reparación del 
material genético, aunque esta capacidad es limitada y pueda variar de ovocito en ovocito 
(Derijck et al, 2008). En este estudio el tratamiento con ciclofosfamida no ha visto alterada la 
progresión del desarrollo embrionario; sin embargo, se ha reportado en otros estudios que 
los embriones en estadio de clivaje presentan alteraciones tales como patrones de división 
celular lenta, reducción en el número de blastómeras y reducción de contacto celular entre 
las mismas, éstos parámetros determinan un embrión con calidad celular baja (Austin et al., 
1994; Harrowk et al, 2000b), éstos resultados son similares a lo obtenido en el presente 
estudio, pues se ha encontrado que en el grupo tratado únicamente con ciclofosfamida 
disminuyó el porcentaje de células de grado I. El mecanismo por el que se ciclofosfamida 
genera éstos daños es aumentando las EROs durante la espermatogénesis. Schimenti et al. 
(1997) demostraron que la espermatogénesis es más sensible antes del estadio de 
paquiteno, por lo que el tratamiento extendido con el fármaco y de ciclofosfamida junto con 
extracto durante los 42 días definitivamente habría tenido cierta repercusión a este nivel 
considerando que el proceso espermatogénico en ratones es de aproximadamente 35 días. 
El daño en la espermatogénesis desencadena la condensación anormal de la cromatina 
espermática a causa de proporciones alteradas de las protaminas, completa ausencia de las 
mismas (De Yebra et al., 1993) o inapropiada formación de las uniones disulfuro debido a 
una inadecuada oxidación de tioles en estos residuos proteicos (Cho et al., 2001). Éstos 
problemas han generado disminución de la tasa de desarrollo de embriones en mórula y 
blastocisto en modelos murinos (Shirley et al., 2004). Otro mecanismo por el cual daños en 
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los gametos masculinos pueden afectar la progresión embrionaria ha sido propuesto por 
Ostermeier et al. (2004), ellos encontraron que durante la fecundación el ARNm paterno es 
depositado en el ovocito y que el espermatozoide maduro contiene ARNm que codifica 
proteínas requeridas para la embriogénesis temprana que están ausentes en el ovocito sin 
fecundar, por lo que si alguno de los tratamientos altera los transcriptos paternos 
espermáticos generaría un desarrollo embrionario anómalo. El tratamiento con 
ciclofosfamida al generar una menor proporción de embriones grado I y, el tratamiento con 
ciclofosfamida y extracto al disminuir la tasa de desarrollo de blastocistos son perjudiciales 
para la viabilidad embrionaria. Los resutados indicarían que el extracto de V. pubescens 
potencia el efecto tóxico de ciclofosfamida en la espermatogénesis cuyo daño no se 
manifiesta en los parámetros espermáticos pero sí se extiende hacia el genoma 
embrionario. 
En los blastoscitos formados no se observó diferencias en la apariencia morfológica de la 
masa celular interna ni del trofoectodermo. Otros estudios han demostrado que el 
tratamiento a dosis crónica afecta los genes paternales requeridos específicamente para el 
desarrollo de la masa celular interna y retarda los sitios de implantación, a pesar de ello no 
reportan daños en los genes requeridos para el desarrollo normal del trofoectodermo (Kelly 
et al, 1992); sin embargo, esto resulta controversial ya que así como en los parámetros 
espermáticos, es difícil establecer un mecanismo específico por el cual ciclofosfamida puede 
dañar genes específicos. El tratamiento con extracto tampoco mostró daño ni mejoría 
significante alguna a pesar de las características antioxidantes de sus componentes, esto se 
debería a que tal vez existe algún metabolito que está contrarestando los efectos benéficos 
de los antioxidantes. 
Por otro lado, compuestos de distintas fuentes vegetales han sido identificados como tóxicos 
para la reproducción masculina en distintas especies. En especies del género Canabis ha 
sido identificado el tetrahidrocannabinol, un lípido que alteraría la señalización en la bicapa 
lipídica generando muerte celular (Nahas et al., 2002); vincristina y vinblastina, dos 
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compuestos aislados de Vinca rosea han sido reportados a inferir con la reproducción (Joshi 
y Ambaye, 1968; Murugavel y Akbarsha, 1991); gossypol, un compuesto fenólico presente 
en tallo, semillas y raíz de las especies Gossyipium es conocido a ejercer un único y efecto 
selectivo sobre la reproducción en varias especies (Coutinho, 2002). Otro estudios en 
especies relacionadas tales como Carica papaya han mostrado daños a nivel reproductivo; 
sin embargo, mucho de esos extractos usados han sido obtenidos a partir de semillas 
usando como solvente el cloroformo, además estos daños han sido revertidos luego de 
ciertos periodos de tiempo (Lohiya y Goyal, 1993; Chinoy et al, 1995; Lohiya et al, 1999; 
Lohiya et al, 2002) por lo que es de suponer que no se afectaría la integridad de las células 
espermatogoniales. 
Los mecanismos involucrados en la alteración de la fertilidad por algún compuesto externo 
son probremente entendidos aunque el daño está atribuido al aumento de EROs 
principalmente que puede ser neutralizado por compuestos antioxidantes de especies 
vegetales; sin embargo como se mencionó anteriormente existen metabolitos únicos que 
pueden tener efectos negativos. En este estudio se usó extractos etanólicos de V. 
pubescens, este tipo de extractos contiene una serie de compuestos orgánicos, hidrófilos y 
lipófilos como fitoesteroles, flavonoides, taninos, pigmentos, compuestos aromáticos y 
alcaloides principalmente (De la Vega, 2013), por lo que es en estos tipo de compuestos que 
habría que hacer incidencia para determinar si algún metabolito tiene algún efecto 
contraproducente en la fisiología reproductiva.  
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VII. CONCLUSIONES 
 
o El extracto etanólico de Vasconcellea pubescens a dosis de 300 mg/kg no muestra 
ventaja alguna sobre la fisiología espermática así como tampoco toxicidad en los 
parámetros espermáticos de ratones machos, sin embargo, al interaccionar con 
ciclofosfamida genera daños en el proceso espermatogénico los cuales tienen efecto 
negativo en el desarrollo embrionario. 
o El tratamiento a dosis crónica de ciclofosfamida en ratones machos no induce 
subfertilidad a pesar que disminuye el porcentaje de espermatozoides móviles. 
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IX. ANEXOS 
9.1 Constancia de Autorización Ética del Comité de Ética y Bienestar Animal 
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de 
San Marcos 
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9.2 Documento de certificación de Vasconcellea pubescens 
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9.3 Análisis estadístico 
Anexo 9.3.1. Pruebas de normalidad para los parámetros: Peso epididimario, concentración 
espermática, movilidad progresiva, movilidad no progresiva y movilidad total, luego de las 6 
semanas de tratamiento en los grupos: control, ciclofosfamida, extracto de V. pubescens y, 
extracto + ciclofofamida.  Se utilizó el software IBM SPSS Statistics 23 para Windows. 
Pruebas de normalidad 
 Tratamiento Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 
 Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
W_epid CONTROL ,233 4 . ,969 4 ,838 
CICLOF ,231 8 ,200* ,862 8 ,125 
EXTRACTO ,221 5 ,200* ,904 5 ,432 
CF+EXTR ,321 5 ,100 ,845 5 ,178 
Conc_sp CONTROL ,260 7 ,165 ,858 7 ,145 
CICLOF ,219 9 ,200* ,910 9 ,313 
EXTRACTO ,245 7 ,200* ,875 7 ,204 
CF+EXTR ,181 8 ,200* ,937 8 ,581 
Mov_prog CONTROL ,214 7 ,200* ,945 7 ,686 
CICLOF ,133 11 ,200* ,960 11 ,770 
EXTRACTO ,174 7 ,200* ,943 7 ,670 
CF+EXTR ,230 8 ,200* ,909 8 ,345 
Mov_no_prog CONTROL ,260 7 ,167 ,828 7 ,076 
CICLOF ,110 11 ,200* ,975 11 ,930 
EXTRACTO ,245 7 ,200* ,950 7 ,734 
CF+EXTR ,162 8 ,200* ,975 8 ,934 
Mov_total CONTROL ,192 7 ,200* ,955 7 ,773 
CICLOF ,164 11 ,200* ,933 11 ,437 
EXTRACTO ,151 7 ,200* ,946 7 ,695 
CF+EXTR ,216 8 ,200* ,916 8 ,399 
*. Esto es un límite inferior de la significación verdadera. 
a. Corrección de significación de Lilliefors 
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Anexo 9.3.2. Análisis de la varianza (ANOVA) de una vía para los parámetros que se ha 
demostrado siguen distribución normal (peso de epidídimo, concentración espermática, 
movilidad progresiva y movilidad no progresiva) 
ANOVA 
 Suma de cuadrados gl Media cuadrática F Sig. 
W_epid Entre grupos ,000 3 ,000 ,466 ,709 
Dentro de grupos ,000 18 ,000   
Total ,000 21    
Conc_sp Entre grupos 55,891 3 18,630 ,101 ,959 
Dentro de grupos 4977,573 27 184,355   
Total 5033,464 30    
Mov_prog Entre grupos 982,476 3 327,492 4,889 ,007 
Dentro de grupos 1942,494 29 66,983   
Total 2924,970 32    
Mov_no_prog Entre grupos 34,483 3 11,494 ,676 ,574 
Dentro de grupos 493,396 29 17,014   
Total 527,879 32    
Mov_total Entre grupos 1018,976 3 339,659 4,255 ,013 
Dentro de grupos 2315,084 29 79,830   
Total 3334,061 32    
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Anexo 9.3.3. Estadísticos descriptivos (Media, desviación estándar, error estándar, valor 
mínimo y valor máximo) de los parámetros peso de epidídimo, concentración espermática, 
movilidad progresiva, movilidad no progresiva y movilidad total en los cuatro tratamientos 
(Control, extracto, ciclofosfamida y, extracto + ciclofosfamida) 
Estadísticos descriptivos 
Tratto W_epid Conc_sp Mov_prog Mov_no_prog Mov_total 
CONTROL Media ,026875 39.2143 37,00 15,86 52,86 
Desviación estándar ,0017914 15.43834 8,206 5,815 10,205 
Error estándar de la 
media 
,0008957 5.83514 3,101 2,198 3,857 
Mínimo ,0245 22.75 24 11 37 
Máximo ,0288 69.50 47 27 68 
EXTRACTO Media ,029280 40.9286 30,86 13,14 44,00 
Desviación estándar ,0067769 14.35394 9,137 4,018 6,782 
Error estándar de la 
media 
,0030307 5.42528 3,453 1,519 2,563 
Mínimo ,0230 26.00 18 6 36 
Máximo ,0401 69.00 43 19 55 
CICLOF Media ,029213 38.5000 22,18 15,27 37,45 
Desviación estándar ,0034266 14.22586 9,020 3,797 10,967 
Error estándar de la 
media 
,0012115 4.74195 2,720 1,145 3,307 
Mínimo ,0262 20.00 10 9 22 
Máximo ,0352 58.00 39 21 55 
CF+EXTR Media ,029820 41.7813 28,50 15,75 44,25 
Desviación estándar ,0014890 9.94488 5,657 2,659 5,497 
Error estándar de la 
media 
,0006659 3.51605 2,000 ,940 1,943 
Mínimo ,0273 30.25 20 12 33 
Máximo ,0312 60.00 36 20 52 
Total Media ,028941 40.0565 28,70 15,06 43,76 
Desviación estándar ,0038203 12.95307 9,561 4,062 10,207 
Error estándar de la 
media 
,0008145 2.32644 1,664 ,707 1,777 
Mínimo ,0230 20.00 10 6 22 
Máximo ,0401 69.50 47 27 68 
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Anexo 9.3.4. Prueba de Tukey para determinar los grupos de tratamiento diferentes en los 
parámetros movilidad progresiva y movilidad total. 
 
 
 
 
Comparaciones múltiples 
HSD Tukey   
Variable 
dependiente 
(I) Tratto (J) Tratto Diferencia 
de medias 
(I-J) 
Error 
estándar 
Sig. Intervalo de 
confianza al 95% 
Límite 
inferior 
Límite 
superior 
Mov_prog CONTROL CICLOF 14,818* 3,957 ,004 4,04 25,60 
EXTRACTO 6,143 4,375 ,507 -5,78 18,06 
CF+EXTR 8,500 4,236 ,209 -3,04 20,04 
CICLOF CONTROL -14,818* 3,957 ,004 -25,60 -4,04 
EXTRACTO -8,675 3,957 ,149 -19,46 2,11 
CF+EXTR -6,318 3,803 ,362 -16,68 4,04 
EXTRACTO CONTROL -6,143 4,375 ,507 -18,06 5,78 
CICLOF 8,675 3,957 ,149 -2,11 19,46 
CF+EXTR 2,357 4,236 ,944 -9,18 13,90 
CF+EXTR CONTROL -8,500 4,236 ,209 -20,04 3,04 
CICLOF 6,318 3,803 ,362 -4,04 16,68 
EXTRACTO -2,357 4,236 ,944 -13,90 9,18 
Mov_total CONTROL CICLOF 15,403* 4,320 ,007 3,63 27,17 
EXTRACTO 8,857 4,776 ,269 -4,15 21,87 
CF+EXTR 8,607 4,624 ,267 -3,99 21,21 
CICLOF CONTROL -15,403* 4,320 ,007 -27,17 -3,63 
EXTRACTO -6,545 4,320 ,442 -18,32 5,22 
CF+EXTR -6,795 4,152 ,375 -18,11 4,52 
EXTRACTO CONTROL -8,857 4,776 ,269 -21,87 4,15 
CICLOF 6,545 4,320 ,442 -5,22 18,32 
CF+EXTR -,250 4,624 1,000 -12,85 12,35 
CF+EXTR CONTROL -8,607 4,624 ,267 -21,21 3,99 
CICLOF 6,795 4,152 ,375 -4,52 18,11 
EXTRACTO ,250 4,624 1,000 -12,35 12,85 
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 
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Anexo 9.3.5. Medias para los grupos de tratamiento en los subconjuntos homogéneos del 
parámetro movilidad progresiva 
 
HSD Tukeya,b   
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 
1 2 
CICLOF 11 22,18  
CF+EXTR 8 28,50 28,50 
EXTRACTO 7 30,86 30,86 
CONTROL 7  37,00 
Sig.  ,172 ,186 
a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 7,974. 
b. Los tamaños de grupo no son iguales. Se utiliza la media armónica de los tamaños de grupo. Los niveles de 
error de tipo I no están garantizados. 
 
 
Anexo 9.3.6. Medias para los grupos de tratamiento en los subconjuntos homogéneos del 
parámetro movilidad total 
 
 
HSD Tukeya,b   
Tratto N Subconjunto para alfa = 0.05 
1 2 
CICLOF 11 37,45  
EXTRACTO 7 44,00 44,00 
CF+EXTR 8 44,25 44,25 
CONTROL 7  52,86 
Sig.  ,440 ,219 
a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 7,974. 
b. Los tamaños de grupo no son iguales. Se utiliza la media armónica de los tamaños de grupo. Los niveles de 
error de tipo I no están garantizados. 
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Anexo 9.3.7. Prueba de chi cuadrado para la comparación de las variables tratamiento 
versus estadio embrionario (clivaje, mórula y blastocisto) 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Significación 
asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 17,160a 6 ,009 
Razón de verosimilitud 17,466 6 ,008 
N de casos válidos 606   
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El 
recuento mínimo esperado es 28,43. 
 
 
Anexo 9.3.8. Tabla cruzada para la comparación de porcentajes de estadios embrionarios 
en los tratamientos. 
Tabla cruzada estad_emb*Tratamiento 
 Tratamiento Total 
ciclofosfamida Control extracto EXTRC+CF 
estad_emb Clivaje Recuento 63a 38a, b 42a, b 51b 194 
% dentro de 
Tratamiento 
26,0% 29,5% 39,3% 39,8% 32,0% 
Morula Recuento 110a 47a 39a 55a 251 
% dentro de 
Tratamiento 
45,5% 36,4% 36,4% 43,0% 41,4% 
Blasto Recuento 69a, b 44b 26a, b 22a 161 
% dentro de 
Tratamiento 
28,5% 34,1% 24,3% 17,2% 26,6% 
Total Recuento 242 129 107 128 606 
% dentro de 
Tratamiento 
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 
Cada letra del subíndice denota un subconjunto de Tratamiento categorías cuyas proporciones de columna no 
difieren de forma significativa entre sí en el nivel ,05. 
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Anexo 9.3.9. Prueba de chi cuadrado para la comparación de las variables tratamiento 
versus la calidad de las células embrionarias.  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor Gl Significación 
asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 25,428a 9 ,003 
Razón de verosimilitud 26,867 9 ,001 
N de casos válidos 732   
a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El 
recuento mínimo esperado es 10,83. 
 
 
Anexo 9.3.10. Tabla cruzada para la comparación de porcentajes del grado de calidad 
celular de los embriones en los tratamientos. 
Tabla cruzada Grad_cel*Tratamiento 
 Tratamiento Total 
Control extracto EXTRC+CF ciclofosfamida 
Grad_cel GRADO 
I 
Recuento 80b 69b 73b 106a 328 
% dentro de 
Tratamiento 
49,4% 53,1% 50,7% 35,8% 44,8% 
GRADO 
II 
Recuento 40a 33a 42a 95a 210 
% dentro de 
Tratamiento 
24,7% 25,4% 29,2% 32,1% 28,7% 
GRADO 
III 
Recuento 9a 5a 13a 34a 61 
% dentro de 
Tratamiento 
5,6% 3,8% 9,0% 11,5% 8,3% 
GRADO 
IV 
Recuento 33a 23a 16a 61a 133 
% dentro de 
Tratamiento 
20,4% 17,7% 11,1% 20,6% 18,2% 
Total Recuento 162 130 144 296 732 
% dentro de 
Tratamiento 
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 
Cada letra del subíndice denota un subconjunto de Tratamiento categorías cuyas proporciones de columna no 
difieren de forma significativa entre sí en el nivel ,05. 
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Anexo 9.3.11. Prueba de chi cuadrado para la comparación de las variables tratamiento 
versus la calidad de MCI de los blastocistos. 
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Significación 
asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 10,692a 3 ,014 
Razón de verosimilitud 11,363 3 ,010 
N de casos válidos 161   
a. 2 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El 
recuento mínimo esperado es 3,69. 
 
 
Anexo 9.3.12. Tabla cruzada para la comparación de la MCI de los blastocistos en los 
tratamientos. 
Tabla cruzada MCI*Tratamiento 
 Tratamiento Total 
ciclofosfamida Control Extracto EXTRC+CF 
MCI A Recuento 50a 39a 25a 20a 134 
% dentro de 
Tratamiento 
72,5% 88,6% 96,2% 90,9% 83,2% 
B Recuento 19a 5a 1a 2a 27 
% dentro de 
Tratamiento 
27,5% 11,4% 3,8% 9,1% 16,8% 
Total Recuento 69 44 26 22 161 
% dentro de 
Tratamiento 
100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 
Cada letra del subíndice denota un subconjunto de Tratamiento categorías cuyas proporciones de columna no 
difieren de forma significativa entre sí en el nivel ,05. 
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Anexo 9.3.13. Prueba de chi cuadrado para la comparación de las variables tratamiento 
versus la calidad de trofoectodermo de los blastocistos.  
Pruebas de chi-cuadrado 
 Valor gl Significación 
asintótica 
(bilateral) 
Chi-cuadrado de Pearson 3,903a 3 ,272 
Razón de verosimilitud 4,007 3 ,261 
N de casos válidos 160   
a. 2 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El 
recuento mínimo esperado es 3,02. 
 
 
Anexo 9.3.14. Tabla cruzada para la comparación de trofoectodermos de los blastocistos en 
los tratamientos. 
Tabla cruzada Trofo*Tratamiento 
 Tratamiento Total 
Control extracto EXTRC+C
F 
ciclofosfamida 
Trof
o 
A Recuento 40a 24a 18a 55a 137 
% dentro de Tratamiento 90,9% 92,3% 85,7% 79,7% 85,6% 
B Recuento 4a 2a 3a 14a 23 
% dentro de Tratamiento 9,1% 7,7% 14,3% 20,3% 14,4% 
Total Recuento 44 26 21 69 160 
% dentro de Tratamiento 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 
Cada letra del subíndice denota un subconjunto de Tratamiento categorías cuyas proporciones de columna no 
difieren de forma significativa entre sí en el nivel ,05. 
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